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I. PREFACIO 
 
La presente tesis doctoral está basada en los siguientes tres artículos:  
 
 Estudio  1:  van  Winkelhoff  AJ,  Herrera  D,  Oteo  A,  Sanz  M  (2005) Antimicrobial profiles of periodontal pathogens isolated from periodontitis patients in the Netherlands and Spain. J Clin Periodontol;32:893‐898.  Estudio 2: Herrera D, Contreras A, Gamonal  J, Oteo A,  Jaramillo A, Silva N, Sanz M, Botero JE, León R. J (2008) Subgingival microbial profiles in chronic periodontitis  patients  from  Chile,  Colombia  and  Spain.  Clin  Periodontol; 35:106‐113.  Estudio  3:  Oteo  A,  Herrera  D,  Figuero  E,  O´Connor  A,  González  I,  Sanz M (2010)  Azithromycin  as  an  adjunt  to  scaling  and  root  planing  in  the treatment  of  Porphyromonas  gingivalis  associated  periodontitis:  a  pilot study. J Clin Periodontol;37:1005‐1015. 
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II Resumen Las  enfermedades  periodontales  se  definen  como  un  grupo  de enfermedades  inflamatorias  de  los  tejidos  de  soporte  del  diente  causadas por  un  grupo  específico  de  microorganismos  organizados  en  el  biofilm subgingival  (Haffajee & Socransky 1994). Esta inflamación crónica produce destrucción del  ligamento periodontal y del hueso de soporte, que resulta en la formación de bolsas periodontales, recesión gingival o ambas. De entre las más de 700 especies bacterianas presentes en la cavidad oral, de  las cuales 400 han sido detectadas en  las bolsas periodontales (Paster., et al., 2006), sólo un número limitado de ellas se han asociado claramente con  la  periodontitis  (Socransky  &  Haffajee  1994).  De  estas  700,  tres especies  bacterianas  cumplen  los  criterios  para  ser  bacterias periodontopatógenas  con  nivel  de  asociación  fuerte  de  acuerdo  a  los criterios  de  Socransky,  estas  bacterias  son:  Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia, si bien,  las  bacterias  no  se  encuentran  aisladas  en  la  cavidad  oral  de  forma plactónica,  sino  que  se  organizan  en  biofilms  orales  que  las  confieren propiedades  particulares  de  defensas  frente    a  microorganismos competidores,  frente  a  factores  ambientales  como  los  mecanismos  de defensa  del  huésped  o  frente  a  posibles  substancias  tóxicas  como  los antibióticos  (Kuboniwa & Lamont 2010; Marsh et al., 2011). El  tratamiento  periodontal  va  encaminado  a  eliminar/reducir  estas bacterias periodontopatógenas, mediante el desbridamiento subgingival, ya sea  quirúrgico  o  no  quirúrgico.  Sin  embargo,  debido  a  las  limitaciones microbiológicas del tratamiento periodontal estándar, en ciertos pacientes (como  aquellos  con  perfiles  microbiológicos  determinados),  el  uso  de tratamientos  coadyuvantes,  como  los  antimicrobianos,  puede  estar justificado  (Herrera et al., 2002; Haffajee et al., 2003). Diferentes estudios 
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han demostrado que el consumo de antibióticos (Baquero 1996 et al., 2001), así como el no cumplimiento en la pauta adecuada de tratamiento (Pradier et  al.,  1997),  en  los  países mediterráneos,  comparados  con  los  países  del centro  y  norte  de Europa,  son mucho mayores,  lo  que  ha  conducido  a  un aumento de las resistencias bacterianas a los antibióticos en los países del sur  de  Europa  en  comparación  con  los  del  norte  (Machka  et  al.,  1988; Bronzwaer et al.,2004; Zinn et al., 2004). 
P.  gingivalis  ha  demostrado  una  alta  prevalencia  en  los  pacientes periodontales en España (Sanz et al., 2000; Herrera et al., 2008; Lau et al., 2004) y, por  tanto, es razonable analizar  los aspectos relacionados con su prevalencia, susceptibilidades a antibióticos y respuesta al tratamiento.  ‐El  primer  estudio  fue  encaminado  a  evaluar  los  diferentes  patrones  de resistencia bacteriana entre pacientes con periodontitits crónica en España y Holanda, mediante la comparación de los perfiles de susceptibilidades de 
P.  gingivalis  y  otros  periodonto‐patógenos,  usando  la  técnica  de epsilometría (E­test) (van Winkelhoff et al., 2005). ‐Para  evaluar  la  prevalencia  de  P.  gingivalis  se  diseño  un  estudio comparativo  de  la  flora  subgingival  de  países  geográficamente  separados como  son  España,  Chile  y  Colombia  utilizando  métodos  de  detección idénticos (Herrera et al., 2008) ‐El  tercer  estudio  fue  diseñado  para  comparar  los  efectos  clínicos  y microbiológicos  del  uso  de  azitromicina  o  placebo,  coadyuvante  al tratamiento periodontal no quirúrgico, en el tratamiento de la periodontitis crónica asociada a P. gingivalis (Oteo et al., 2010). Palabras  clave:  periodontitis,  Porphyromonas  gingivalis,  prevalencia, susceptibilidades antimicrobianas, tratamiento, azitromicina   
  13 
Abstract 
Periodontitis  associated  to  Porphyromonas  gingivalis:  Prevalence, 
antimicrobial susceptibility and treatment. Introduction: Periodontal diseases are defined as a group of inflammatory diseases of the tooth‐supporting  tissues  caused  by    specific  microorganisims  residing  in the  subgingival  biofilm  (Haffajee  &  Socransky  1994).  This  chronic inflammation  causes  progressive  destruction  of  the  periodontal  ligament and alveolar bone ,resulting in pocket formation, gingival recession or both. Among the more than 700 bacterial species present  in oral cavity, of wich 400 have been detected in periodontal pockets (Paster et al., 2006), only a limited number of them are clearly associated to periodontitis (Socransky & Haffajee  1994).  Out  of  this  700,  three  species  fulfill  the  criteria  to  be periodontopatic  with  a  high  level  of  association  according  to  the  criteria described  by  Socransky,  these  species  are:  Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans,  Porphyromonas  gingivalis  y  Tannerella  forsythia, althougth  these  species  can´t  be  isolated  in  the  oral  cavity  in  a  plantonic way  and  are  embebed  in  oral  biofilms,  wich  give  them  special  defense properties  against  other microorganisms,  against  ambient  factors  as  host defense mechanisms or against toxic substances as antibiotics (Kuboniwa & Lamont 2010;Marsh et al., 2011). Periodontal  treatment  is  focus  on  the  elimination/reduction  of  these periodontopatic  bacteria,  through  out  non  surgically  or  surgically subgingival  debridement.  Due  to  microbiologic  limitations  of  standard treatment,  in  certain  patients  (as  those  with  certain  microbiological profiles), the use o coadyuvant treatments, as antibiotics, might be justified (Herrera et al., 2002; Haffajee et al., 2003). Different studies have shown a much higher antibiotics consumption (Baquero 1996; Cars et al., 2001), as 
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well  as  poor  compliance with  antibiotics  regime  (Pradier  et  al.,  1997),  in Mediterranean  countries,  compared  to  central  and  northern  Europe countries.  This,  has  leaded  to  an  increase  antimicrobial  resistance  in  the southern  European  countries  compared  to  the  Northern  (Machka  et  al., 1988; Bronzwaer et al., 2004; Zinn et al., 2004). 
P. gingivalis  has  shown  a  high  prevalence  in  Spanish  periodontal  patients (Sanz  et  al.,  2000; Herrera  et  al.,  2008;  Lau  et  al.,  2004),  and  so  it  seems reasonable  to  study  the  aspects  related  to  it´s  prevalence,  antibiotics suseptibility and response to treatment.  Aim: The first study was conducted to compare antimicrobial susceptibility profiles  of  P.  gingivalis  and    other  periodontal  bacteria  isolated  from periodontitis patients  in  the Netherlands and Spain using  the Epsilometer  (E‐test) technique. Methods: Subgingival plaque samples from adult patients with periodontitis were  collected  and  cultured  on  selective  and  non‐selective  plates. 
Actinobacillus  actinomycetemcomitans,  Porphyromonas  gingivalis, 
Prevotellaintermedia,  Fusobacterium  nucleatum  and  Micromonas  micros were isolated and used for minimal inhibitory concentration tests using the Epsilometer  technique.  Eight  different  antibiotics  were  tested  on  all bacterial  isolates.  MIC50  and  MIC90  values  for  each  antibiotic  and  each species  were  determined  and  the  percentage  of  resistant  strains  was calculated. Results: Significantly higher MIC values were noted in Spanish strains of 
F.  nucleatum  for  penicillin,  ciprofloxacin,  of  P.  intermedia  for  penicillin, amoxicillin  and  tetracycline,  of M. micros  for  tetracycline,  amoxicillin  and azithromycin,  and of P. gingivalis  for  tetracycline and  ciprofloxacin. Based on breakpoint concentrations, a higher number of resistant strains in Spain 
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were found in F. nucleatum for penicillin, amoxicillin and metronidazole, in 
Prevotella  intermedia  for  tetracycline  and  amoxicillin,  and  in  A. 
actinomycetemcomitans for amoxicillin and azithromycin. Resistance of P. gingivalis strains was not observed for any of the antibiotics testedboth in Spain and the Netherlands.  Aim: To evaluate the prevalence of P. gingivalis, a comparative study of the subgingival  flora of geographically separated countries was conducted. To compare results properly,  Methods:  the  same  clinical  and  microbiological    methods  (culture)  were employed (Herrera et al., 2008) Results:  The  Colombian  population  demonstrated  greater  severity  of periodontitis,  with  significantly  deeper  mean  probing  pocket  depth,  and had a significantly  lower percentage of current smokers. When comparing samples  from  the  three  patient  populations,  the  total  counts  were significantly  higher  in  the  Colombian  patients.  The  numbers  of  putative pathogens  differed  among  groups.  Tannerella  forsythia  was  found  less frequently  in  Chilean  samples,  while  Parvimonas  micra  and  enteric  rods differed significantly among the three population groups. Conclusion: Significant differences among Chile, Colombia and Spain existed regarding the frequency and proportions of specific periodontal pathogens in the subgingival microbiota of periodontitis patients.  Aim:  The  third  study,  was  designed  to  compare  the  clinical  and microbiological effects of the use of azitromycin or placebo as an adjunt to scaling and root planing in the treatment of P. gingivalis­associated chronic periodontitis (Oteo et al., 2010).  
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Methods: Scaling and root planning was completed within seven days. Test Group  patients  received  azitromycin  500mg/24h/3d,  placebo  was administered to the control Group. Results: Fifteen test and 11 placebo patients completed the study. Mean PPD decreased 0.34mm [95% confidence interval (CI) 0.19–0.49] in the placebo and 0.80mm (CI 0.57–1.04) in the test group after 6 months. For mean CAL gain, the correspondent figures were 0.29 (CI 0.08–0.49) and 0.76 (CI 0.46–1.05), respectively. The frequency of detection of P. gingivalis decreased significantly (p ≤0.01) in the test group after 1, 3 and 6 months.  As a general conclusion, the results of the three studies support the importance of P. gingivalis as a pathogen associated to chronic periodontitis: it has a high frequency of detection (>60%) in patients with different geographical locations; the use of antimicrobials when used  due to it´s presence, enhances clinical and microbiological results; and by the moment P. gingivalis is susceptible to the most frequently used antibiotics, with no differences among differente populations.   Key words: periodontitis, prevalence, antimicrobial susceptibility, treatment, azithromycin.      
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III. INTRODUCCIÓN 
 
1. Enfermedades periodontales: clasificación y prevalencia Las  enfermedades  periodontales  se  definen  como  un  grupo  de enfermedades  inflamatorias  de  los  tejidos  de  soporte  del  diente  causadas por  un  grupo  específico  de  microorganismos  organizados  en  el  biofilm subgingival  (Haffajee & Socransky 1994). Esta inflamación crónica produce destrucción del  ligamento periodontal y del hueso de soporte, que resulta en la formación de bolsas periodontales, recesión gingival o ambas.  De acuerdo con la clasificación vigente de las enfermedades periodontales, existen ocho categorías principales (Armitage 1999): I     Enfermedades gingivales. II   Periodontitis crónica. III   Periodontitis agresiva. IV  Periodontitis como manifestación de una enfermedad sistémica. V  Enfermedades periodontales necrosantes. VI  Abscesos periodontales. VII  Periodontitis asociada a lesiones endodónticos. VIII  Deformidades desarrolladas o adquiridas.  La  clasificación  define  las  periodontitis  como  agresivas  o  crónicas,  de acuerdo al patrón de destrucción periodontal que siga, y a su vez se pueden clasificar como iniciales, moderadas o avanzadas en función de el grado de afectación.  Se definen como periodontitis agresivas, aquellas periodontitis en las que la pérdida  de  soporte,  así  como  los  signos  clínicos  asociados  (sangrado, 
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supuración…), son avanzados en relación a la cantidad de factor etiológico causal  presente  (placa  bacteriana  y  cálculo  subgingival), mientras  que  las periodontitis crónicas siguen una progresión más  lenta y generalmente se asocian  a  la  presencia  de  factores  etiológicos  causales  como  placa bacteriana  abundante,  cálculo  subgingival  o  consumo  de  tabaco.  Algunos criterios  clave  para  diagnosticar  correctamente  estos  pacientes  son:  una temprana edad de comienzo de  la enfermedad, generalmente antes de  los 30  años,  afectación  de  múltiples  dientes  con  diferente  patrón  de destrucción tanto clínica como radiológicamente, un patrón de destrucción relativamente  alto  y  la  ausenta  de  enfermedades  sistémicas  que comprometan  la  defensa  del  huésped  en  su  respuesta  a  la  infección (Albandar 2014). Clínicamente son pacientes que presentan por lo general poca  cantidad  de  placa  bacteriana  y  no  presentan  una  inflamación  muy acusada (Armitage & Cullinan 2010) Si bien no existe un consenso en la definición de los casos de periodontitis crónica  (Holtfreter  et  al.,  2015),  esta  afectación  se  produce  con  más frecuencia en personas de mayor edad, su progresión es más lenta  y suele ir  asociada  a  factores  de  riesgo  como  la  presencia  de  placa  bacteriana  y sarro subgingival, consumo de tabaco, genética o estrés. Desde un punto de vista  clínico  suele  apreciarse  inflamación marcada  y  sangrado  al  sondaje (Armitage & Cullinan 2010)  Existen diferentes estudios epidemiológicos recientes que han evaluado  la prevalencia de las enfermedades periodontales en países desarrollados. ‐ Un estudio epidemiológico, recientemente realizado en los Estados Unidos de América, ha evaluado la prevalencia de enfermedades periodontales en adultos en el periodo de 2009‐2010 (Eke et al., 2012)Sobre una muestra de 3742 adultos mayores de 30 años, a los que se midió el nivel de inserción y 
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la profundidad de sondaje en 6 localizaciones por diente, se estimó que un 47%  de  la  muestra,  que  representarían  64.7  millones  de  adultos  en  los Estados Unidos, tenían periodontitis, distribuidos en 8.7% con periodontitis inicial, 30% con periodontitis moderada y 8.5% con periodontitis avanzada.  ‐ Otro estudio, realizado en Alemania (Holtfreter et al., 2010), en el que se evaluó el estado periodontal en diferentes zonas del país, subdividiendo a la población en adultos jóvenes (35‐44 años) y adultos mayores (65‐74 años), observó  que  el  52.7%  de  los  adultos  y  el  48.9%  de  los  adultos  mayores presentaban  bolsas  periodontales  moderadas  (4‐5  mm),  mientras  que  el 25%  de  los  más  jóvenes  y  el  39%  de  los  mayores,  presentaban  bolsas profundas (>6 mm). De acuerdo a  la definición de periodontitis propuesta por Page y Eke en 2007 (Page & Eke 2007), el 70.9% de los pacientes de 35‐44  años  y  el  87.9%  de  los  pacientes  de  65‐74  años  presentaban periodontitis.  En  este  estudio,  también  se  encontraron  diferencias  en función de la zona donde residían los sujetos. Los alemanes residentes en el este, presentaban mayor pérdida de inserción comparados con los del oeste, lo que  se puede atribuir  a  las diferencias en  los  servicios de  salud dental, estrategias de prevención y a un peor nivel de higiene oral.  ‐ En el año 2012, se ha publicado la Encuesta de Salud Oral en España 2010 (Llodra  Calvo  2012),  en  la  que  se  ha  evaluado  una  muestra  de  2.657 pacientes divididos en cohortes etarias de 5‐6 años, 12 años, 15 años, 35‐44 años y 65‐74 años. Entre otras variables analizadas, como el índice de caries, la presencia de dientes permanentes sellados o la presencia y necesidad de prótesis,  este  estudio  ha  evaluado  la  prevalencia  de  las  enfermedades periodontales  en  España.  Los  resultados  de  este  estudio  indican  que  en España,  el  19.7%  de  la  población  ente  35  y  44  años  y  el  26.8%  de  la 
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población  entre  65  y  74  años,  presenta  una  pérdida  de  inserción  (PI) moderada (4‐5 mm), mientras que el 6% de los adultos jóvenes y el 17.7% de  los  mayores,  presentan  pérdida  de  inserción  avanzada  (>6  mm).  Las conclusiones  del  estudio  indican  que  entre  el  85‐94%  de  la  población española mayor  de  35  años  presenta  algún  problema  relacionado  con  las encías,  entre  el  16‐30%  de  los  españoles  mayores  de  35  años  tiene periodontitis, alcanzando el grado de avanzada en el 5‐11% de la población adulta.  ‐ Una publicación reciente (Konig et al., 2010), ha comparado  los estudios  epidemiológicos existentes de 17 países europeos. En el caso de España, los datos empleados  son  los  correspondientes  a  la Encuesta de Salud Oral  en España 2005 (Bravo Pérez et al., 2006). De acuerdo a los datos publicados, España se encuentra entre los países con una mejor salud periodontal junto a Suiza y Suecia, mientras que Noruega, Alemania y Lituania son, entre los países de los que se tienen datos, los que presentan peor salud periodontal.   
2.  Progresión  de  las  enfermedades  periodontales  a  nivel  local  y 
sistémico Las enfermedades periodontales pueden tener consecuencias nocivas tanto a nivel local, como a nivel sistémico.  
Progresión de la periodontitis a nivel local La  inflamación crónica de  los tejidos de soporte de  los dientes tiene como consecuencia  la destrucción del  ligamento periodontal y el hueso alveolar de soporte. Esta pérdida de soporte va a producir alteraciones funcionales como: movilidad en los dientes que puede llegar a la pérdida de éstos o a la 
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necesidad  de  ser  extraídos  con  lo  que  se  produce  una  disminución  de  la capacidad masticatoria; la formación de abscesos de origen periodontal por agudización del proceso crónico en bolsas profundas (Herrera et al., 2000) la  aparición  de  trauma  oclusal  (Branschofsky  et  al.,  2011),  o  el empaquetamiento  de  alimentos  como  consecuencia  de  un  aumento,  o  el empaquetamiento de alimento en los espacios entre los dientes.  La pérdida de  los  tejidos de soporte  también puede provocar alteraciones estéticas como recesiones, “dientes largos”, migraciones, “triángulos negros” y como ya se ha mencionado, la pérdida de dientes, que es la consecuencia final  de  la  progresión  de  la  periodontitis  no  tratada  y  que,  además  de  un problema funcional muy relevante, puede ser un problema estético y social (Durham et al., 2013) o, incluso, interferir con la alimentación. 
 
 
 
Progresión de la periodontitis a nivel sistémico El paso de las bacterias a la circulación sanguínea sistémica (bacteriemia) y la respuesta inmuno‐inflamatoria que producen las bacterias periodontales en  el  organismo,  puede  justificar  la  asociación  entre  las  enfermedades periodontales y diferentes afectaciones sistémicas (Reyes et al., 2013).  Diferentes  estudios  han  evaluado  que  aquellos  pacientes  que  sufren periodontitis, tienen un riesgo aumentado de: ‐sufrir  enfermedades  respiratorias  como  neumonía  y  enfermedad pulmonar  obstructiva  crónica  (EPOC),  especialmente  aquellos  pacientes que se encuentran hospitalizados (Paju &  Scannapieco 2007)  ‐ enfermedades cardiovasculares (Tonetti 2009). 
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‐ resultados adversos del embarazo (Chambrone et al., 2011)   Además,  existe  una  relación  bidireccional  entre  la  diabetes  y  la periodontitis, siendo los niveles glucémicos más inestables en los pacientes que  tienen  periodontitis  y  habiendo  más  afectación  periodontal  en  los pacientes  diabéticos  mal  controlados  (Teeuw  et  al.,  2010;  Taylor  et  al., 2013),  también  se  ha  observado,  que  el  tratamiento  de  la  periodontitis puede ayudar a controlar la diabetes (Engebretson & Kocher 2013).   
3. Etiología  de las enfermedades periodontales. La  periodontitis  crónica  es  una  enfermedad  inflamatoria  cuyo  factor causante principal es el sobrecrecimiento de biofilms bacterianos en el área subgingival.  La  presencia  de  bacterias  periodontopatógenas  es indispensable para el desarrollo de la enfermedad, pero la susceptibilidad o resistencia  de  los  individuos  a  esta  enfermedad,  vendrá marcada  por  los factores  de  riesgo,  que  serán  los  que  modificarán  el  progreso  de  la destrucción periodontal. Los  factores  de  riesgo  para  las  enfermedades  periodontales  pueden  ser sistémicos  o  locales.  Los  sistémicos  incluyen  comportacionales  como  el consumo  de  tabaco;  condiciones  médicas  como  diabetes  mal  controlada, posiblemente  obesidad,  estrés,  osteopenia  y  una  dieta  inadecuada  de consumo  de  calcio  y  vitamina  D.  Dentro  del  plan  de  tratamiento,  parece razonable  hablar  de  eliminar  o  “modificar”  estos  factores  de  riesgo  como parte  del  tratamiento  periodontal.  Otros  factores  de  riesgo  como  la susceptibilidad  genética  de  cada  individuo  a  la  enfermedad,  o  la  raza,  no pueden ser modificados, pero  identificar a  los pacientes que tienen mayor 
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riesgo  de  sufrir  destrucción  periodontal,  puede  ayudarnos  a  dirigir nuestros objetivos intervencionistas. Los  factores  de  riesgo  locales  incluyen  todas  aquellas  condiciones  intra‐orales que faciliten la retención de placa bacteriana y dificulten su limpieza como  obturaciones  o  prótesis  desbordantes  o  dientes  mal  posicionados (Genco & Borgnakke 2013)  La importancia de la presencia de estos factores de riesgo, convierten a las enfermedades  periodontales  en  enfermedades  multifactoriales,  donde  la presencia de bacterias es indispensable para su comienzo.  
4.  El  papel  de  las  bacterias  en  la  etiología  de  las  enfermedades 
periodontales 
 
Organización de los patógenos periodontales en biofilms Hay  que  tener  en  cuenta  que  los  microorganismos  presentes  en  la  placa bacteriana no se encuentran aislados sobre la superficie dentaria, sino que se  adhieren  a  esta,  organizándose  en  complejas  estructuras  denominadas biofilms.  La  organización  de  bacterias  en  biofilms  no  es  un  concepto exclusivo  de  la  cavidad  oral,  sino  que  se  produce  también  en  otras situaciones en las que las bacterias tienen oportunidad de adherirse a una superficie,  como  en  prótesis  artificiales  colocadas  en  el  organismo (traumatológicas,  catéteres…)  (Costerton  et  al.,  1999)  o  como  en  cubas industriales o cascos de barcos.   El  biofilm  está  compuesto  de  microcolonias  bacterianas  (15‐20%  del volumen) embebidas en una matriz (75‐80% del volumen). Este método de crecimiento  provee  a  las  bacterias  de  varias  ventajas,  como  la  protección 
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frente  a  microorganismos  competidores,  frente  a  factores  ambientales como  los  mecanismos  de  defensa  del  huésped  o  frente  a  posibles substancias  tóxicas  como  los  antibióticos    (Kuboniwa  &  Lamont  2010; Marsh et al., 2011).  El crecimiento bacteriano en biofilms, como la placa bacteriana, aumentan la  tolerancia  a  los  agentes  antibacterianos,  incluyendo  aquellos incorporados en dentífricos y colutorios  (Kinniment et al., 1996; Pratten & Wilson  1999;  Marsh  et  al.,  2011).  Por  ejemplo,  la  concentración  de clorhexidina para matar Streptococcus sobrinus en un biofilm, fue 300 veces superior a  la concentración necesaria en células planctónicas  (Shani et al., 2000).  Larsen  evaluó    la  susceptibilidad  de  P.  gingivalis  a  diferentes antibióticos, entre ellos metronidazol en células planctónicas, y las comparó con  bacterias  englobadas  en  un  biofilm,  y  observó  que  la  concentración bactericida  mínima  (CBM)  necesaria  para  eliminar  P.  gingivalis  en  los biofilms, era 2‐8 veces superior respecto a la CBM necesaria para eliminarla en las células planctónicas (Larsen 2002). La edad del biofilm también tiene importancia: Takahashi et al., (2007) observaron que la susceptibilidad de 
A. actinomycetemcomitans a seis tipos diferentes de antibióticos, disminuía cuanto mayor era la edad del biofilm (Takahashi et al., 2007).  El mecanismo por el que las resistencias aumentan en un biofilm varían de especie  a  especie,  de  antibiótico  a  antibiótico  y  de  diferentes  biofilms creciendo  en  diferentes  hábitats  (Socransky  &    Haffajee  2002).  Entre  los mecanismos de resistencia propuestos se encuentran: ‐ el crecimiento más lento de las bacterias dentro del biofilm, lo que las hace menos susceptibles a muchos antibióticos, aunque no a todos (Costerton et al., 1999; Brooun et al., 2000;  Xu et al., 2000). 
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‐  la  matriz  exopolímera  que  reviste  el  biofilm,  tiene  una  función homeostática, de tal forma, que las bacterias que se encuentran en la zona más  profunda  del  biofilm,  soportan  diferentes  condiciones,  como  son  la concentración de ión hidrógeno o el potencial red‐ox, que las bacterias que se encuentran en la periferia del biofilm o bacterias aisladas. Estas bacterias localizadas más profundamente, tienen un ritmo de crecimiento más lento, lo  que  les  permite  sobrevivir  mejor  que  las  bacterias  que  tienen  un crecimiento más rápido y se encuentran en la periferia de el biofilm, cuando tienen una exposición a antibióticos. ‐  aunque  el  biofilm  no  es  una  barrera  significativa  en  sí  misma,  ante  la difusión  de  los  antibióticos,  sí  tiene  ciertas  propiedades  que  pueden retrasar la difusión, reduciendo los niveles de antibiótico hacia las bacterias más profundas del biofilm (Foley & Gilbert 1996). Por ejemplo, los agentes químicos  con  una  carga  reactiva  elevada,  pueden  fracasar  en  alcanzar  las zonas más profundas del biofilm, porque el biofilm actúa como una zona de intercambio de iones, eliminando esas moléculas de la solución ( Gilbert & Brown 1995)  ‐  además,  enzimas  extracelulares  como  β‐lactamasas  o  dehidrogenasa  de  formaldehido,  pueden  quedar  atrapadas  y  concentradas  en  la  matriz extracelular, con lo que se desactiva su susceptibilidad, ya que poseen una carga  típicamente  positiva  de  los  antibióticos  hidrofílicos.    Algunos antibióticos  como  los macrólidos,  que  tienen una  carga positiva,  pero  son hidrofóbicos,  no  se  ven  afectados  por  este  proceso.  De  esta  forma,  la capacidad  de  la matriz  para  actuar  como  una  barrera  física,  depende  del tipo  de  antibiótico,  la  adherencia  de  la  matriz  a  ese  agente  y  de  la concentración de este (Nichols 1993). 
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Identificación de patógenos periodontales De entre las más de 700 especies bacterianas presentes en la cavidad oral, de las cuales 400 han sido detectadas en las bolsas periodontales (Paster et al., 2006), sólo un número limitado de ellas se han asociado claramente con la periodontitis (Socransky & Haffajee 1994). Para determinar si una bacteria es periodontopatógena, ésta debe cumplir unos criterios, postulados por Socransky y Haffajee (AAP Consensus report 1996)  1. Criterio  de  asociación:  la  bacteria  debe  encontrase  más frecuentemente y/o en mayor número, en casos con infección que en individuos sin infección o con otras formas de enfermedad. 2. Criterio  de  eliminación:  la  eliminación  de  la  especie  debe  ir acompañada  de  una  remisión  paralela  (evaluada  como  mejoría clínica) de la enfermedad. 3. Criterio  de  respuesta  del  huésped:    si  una  especie  o  su  antígeno, accede  a  los  tejidos  periodontales  y  produce  daño,  parece  plausible que el huésped produzca anticuerpos o una respuesta celular inmune dirigida específicamente contra esa especie. 4. Criterio de factores de virulencia:  si la bacteria tiene capacidad para producir  factores  de  virulencia  bioquímicos,  capaces  de  producir daño  directo  o  indirecto  sobre  los  tejidos  del  huésped,  parece más factible  que  esas  especies  puedan  tener  un  papel  directo  en  el progreso de la enfermedad. 5. Criterio  de  modelos  animales:  la  inoculación  de  una  especie bacteriana en un modelo animal para  inducir  la enfermedad, provee evidencia  de  que  una  determinada  especie  juegue  un  papel importante en la enfermedad en los humanos. 
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6. Criterio  de  factor  de  riesgo:  las  técnicas  microbiológicas  actuales, permiten realizar estudios longitudinales en los que se puede evaluar el  riesgo  de  progresión  de  enfermedad  en  función  del  perfil microbiológico de los pacientes.  De  acuerdo  a  estos  criterios,  en  el Workshop Mundial  de  Periodoncia  de 1996  (AAP  Consensus  report  1996),  se  determinó  que  tres  especies bacterianas cumplían  los criterios para ser bacterias periodontopatógenas con  nivel  de  asociación  fuerte.  Estas  especies  son:  Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans,  Porphyromonas  gingivalis  y  Tannerella  forsythia. Otras especies fueron calificadas como con asociación moderada (Prevotella 
intermedia,  Prevotella  nigrescens,  Campylobacter  rectus,  Eubacterium 
nodatum,  Fusobacterium  nucleatum,  Parvimonas  micra,  Streptococcus 
intermedius, Treponema denticola y otras especies de espiroquetas) o inicial (Eikenella corrodens, bacilos entéricos, Pseudomonas spp., Selenomonas spp., 
Staphylococcus spp. y hongos). 
 
Grupos de patógenos periodontales Hay  que  tener  en  cuenta  que  la  compleja  combinación  de  especies bacterianas  que  colonizan  el  área  subgingival,  producen  relaciones  que pueden ser beneficiosas (los microorganismos previenen la aparición de la enfermedad)  o  perjudiciales  (los  organismos  producen  enfermedad). Estudios en animales han demostrado que  la combinación de especies era capaz  de  producir  abscesos  periodontales  en  modelos  experimentales, mientras  que  cada  especie  individualmente  no  era  capaz  (Socransky  & Gibbons  1965).  En  humanos,  la  asociación  de  P.  gingivalis  y  T.  forsythia, puede ser importante en las localizaciones con infección y en localizaciones con  progresión  de  la  destrucción  periodontal  después  del  tratamiento 
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(Fujise  et  al.,  2002).    Las  asociaciones  bacterianas  en  el  biofilm,  no  son aleatorias,  al  contrario,  existen  asociaciones  bacterianas  específicas  entre diferentes especies.  Tras examinar 13261 muestras de placa subgingival de 185  pacientes  adultos,  Socransky  et  al.,  demostraron  la  presencia  de determinados  grupos  bacterianos  dentro  de  la  placa  subgingival.  Los autores determinaron la existencia de seis grupos de bacterias (Socransky et al., 1998):  ‐ especie específica, Actinomyces.  ‐ complejo amarillo, compuesto por miembros de género Streptococcus. ‐complejo  verde  consistente  en  Capnocytophaga  spp.,  A. 
actinomycetemcomitans serotipo a, E. corrodens y Campylobacter concisus. ‐  complejo  violeta,  compuesto  por  Veillonella  parvula  y  Actinomyces 
odontolyticus.   Estos  grupos  de  especies  bacterianas  serían  colonizadores  iniciales  de  la superficie  dentaria  y  su  crecimiento,  generalmente,  precede  a  la multiplicación  de  los  grupos  naranja  y  rojo,  que  están  compuestos principalmente por bacterias Gram‐negativas: ‐ grupo o complejo naranja, compuesto por Campylobacter gracilis, C. rectus, 
Campylobacter  showae,  E.  nodatum,  F.  nucleatum,    Fusobacterium 
periodonticum,  P.  micra,  P.  intermedia,  P.  nigrescens  y  Streptococcus 
constellatus. ‐ grupo rojo está compuesto por T. forsythia, P. gingivalis y T. denticola.  En  estos  últimos  dos  grupos,  están  las  bacterias  que  tienen  mayor capacidad periodonto‐patógena.  
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Al  analizar  los  resultados,  los  autores  observaron  que  las  bacterias  del complejo  rojo  rara  vez  se  encontraban  aisladas  y  el  64%  de  las localizaciones  no  presentaba  ninguna  de  ellas,  mientras  que  cuando  se detectaba  alguna  de  ellas,  generalmente  también  estaban  presentes  las otras dos: esta asociación de las tres especies se observó en el 10% de las localizaciones.  Los autores también descubrieron una relación entre diferentes complejos, y observaron que las especies del complejo rojo rara vez están presentes en ausencia de las bacterias del complejo naranja.  Al  analizar  la  relación  entre  las  bacterias  presentes  y  los  parámetros clínicos,  observaron  que  las  bacterias  del  complejo  rojo  mostraban  una fuerte asociación con bolsas profundas: tanto T. forsythia, P. gingivalis como 
T.  denticola  aumentaban  su  prevalencia  y  cantidad  al  aumentar  la profundidad  de  sondaje.  Al  analizar  la  relación  entre  los  individuos  y  su flora  bacteriana,  observaron  que  aquellos  pacientes  que  no  presentaban bacterias de los complejos naranja y rojo, presentaban las profundidades de sondaje más  bajas, mientras  que  los  pacientes  portadores  de P. gingivalis aislada o  junto a  las otras dos especies del complejo rojo, presentaban  las profundidades  de  sondaje  medias  más  altas.  Estos  pacientes  también mostraron una asociación mayor al sangrado al sondaje. La correlación de los  resultados  microbiológicos  con  los  datos  clínicos  da  una  idea  de  la importancia de P. gingivalis en la etiología y progresión de la periodontitis.  
Prevalencia de P. gingivalis La  prevalencia  de  P.  gingivalis  a  nivel  mundial,  varía  en  función  de  las localizaciones  geográficas.  En  Asia,  se  han  encontrado  prevalencias  que 
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varían del 60% al 95% en  Japón  (Amano et  al.,2000; Nozaki    et  al.,  2001; Fujise  et  al.,  2002;  Tomita  et  al.,  2013)  o    del  70%  en  China  (Deng  et  al., 2011).  En  América,  se  han  observado  prevalencias  de  entre  el    50%  y  el 87% en  los  Estados Unidos  (McClellan  et  al.,1996;  Tuite‐McDonnell  et  al., 1997;  Umeda  et  al.,1998;  Rams  et  al.,  2014)  y  del  78%    en  Brasil  (Avila‐Campos & Velasquez‐Melendez 2002).   A  nivel  europeo,  se  han  encontrado  prevalencias  del  50‐65%  en  el  Reino Unido  (Darby  et  al.,  2000;  Doungudomdacha  et  al.,  2001),  del  36.7%  en Holanda (Sanz et al., 2000) o del 75.8% en Rumanía (Ali et al., 1996).  Diferentes  estudios han demostrado que  la prevalencia de P. gingivalis  en España, es elevada. Así, Sanz et al., (2000) al comparar la composición de la microbiota  subgingival  de  dos  poblaciones  separadas,  como  Holanda  y España,  observaron  que  la  prevalencia  de  las  diferentes  especies bacterianas  analizadas  variaba  entre  los  dos  países.  La  prevalencia  de  P. 
gingivalis  en  la  población  de  pacientes  periodontales  españoles  fue  del 64.5%, frente al 36.7% de los pacientes periodontales holandeses (Sanz et al.,  2000).  En  un  estudio  posterior  en  el  que  el  objetivo  era  evaluar  la correlación  de  los  resultados  de  dos  métodos  de  análisis  microbiológico distintos  en  tres  grupos  de  pacientes  (sanos,  con  gingivitis  y  con periodontitis), se observó que la frecuencia de detección de P. gingivalis en los  pacientes  con  periodontitis  rondaba  el  80%  (84.4%  si  se  empleaba cultivo  y  81.3%  si  se  empleaba  la  técnica  de  la  reacción  en  cadena  de  la polimerasa  (PCR),  esta  prevalencia  disminuía  notablemente  en  los pacientes con gingivitis (40% con cultivo y 30% con PCR) y en los pacientes sanos (20% con cultivo, 13.3% con PCR) (Lau et al., 2004).  
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Dos estudios  recientes, han evaluado cual de  los diferentes genotipos que puede  presentar  P.  gingivalis  es  el  más  prevalente  en  España.  Ambos estudios concluyeron que en  los pacientes periodontales españoles, el gen 
fimA genotipo II es más prevalente que el genotipo I (Puig‐Silla et al., 2012; Fabrizi et al., 2013), con una prevalencia encontrada en estos dos estudios del 39.5% y del 50.9% respectivamente.  La mayoría de estudios existentes se han realizado en países desarrollados; sin  embargo,  pocos  estudios  han  evaluado  la  microbiota  de  pacientes  de países  en  vía  de  desarrollo.    Un  estudio  reciente,  ha  evaluado  la  flora bacteriana de pacientes marroquís con periodontitis crónica severa y la ha comparado con pacientes con periodontitis agresiva severa. Los autores no encontraron diferencias estadísticamente significativas en la prevalencia de 
P.  gingivalis  entre  ambos  grupos  de  pacientes  (53.3%  y  37.5%, respectivamente)  (Benrachadi  et  al.,  2012).  Existen  pocos  estudios representativos  de  la  prevalencia  de  las  enfermedades  periodontales  en Centroamérica  y  Sudamérica  (Gjermo  et  al.,  2002),  alguno  de  ellos,  ha comparado  la  microflora  de  países  de  este  entorno  con  la  microflora  de países europeos y norteamericanos. Así, Haffajee et al., (2004), compararon la  composición  de  la  microbiota  subgingival  en  4  países  tan  dispares geográfica  y  culturalmente  como  Estados  Unidos,  Chile,  Brasil  y  Suecia  y observaron que la microbiota subgingival de los 4 países era muy diferente. La  prevalencia  de  P.  gingivalis  variaba  entre  las  diferentes  poblaciones, siendo de un 11.6% en los pacientes chilenos, 7.5% en los brasileños, 6.6% en los estadounidenses y de 1.9% en los suecos.  
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Prevalencia de A. Actinomycetemcomitans La  prevalencia  A.  Actinomycetemcomitans    varía  significativamente  entre diferentes áreas geográficas y diferentes condiciones clínicas periodontales (Rylev & Kilian 2008).  La  mayoría  de  estudios  están  de  acuerdo  en  que  la  prevalencia  de  A. 
Actinomycetemcomitans en adolescentes con periodontitis agresiva es muy elevada  (73‐100%)  (Slots  &  Ting  1999),  aunque  por  otro  lado,  estudios realizados  en  pacientes  con  unas  características  similares  en  Chile presentaban una prevalencia del 39‐44% (López et al., 1995;1996). Haubek et al., (2008) demostraron en un estudio longitudinal a dos años, que sólo el 17.4%  de  los  pacientes  adolescentes  que  eran  portadores  de  A. 
Actinomycetemcomitans no tuvieron pérdida de inserción, frente   al 79.4% de los que no eran portadores. La prevalencia en pacientes adultos con periodontitis crónica en pacientes asíaticos fue elevada, encontrándose en un 83% de pacientes chinos y en un 88%  de  los  pacientes  tailandeses  (Dahlén  el  al.,  2002;  Papapanou  et  al., 1997), también se ha observado una alta prevalencia de portadores  (62%) en  adultos  jóvenes  chinos    que  presentaban  periodontitis  crónica  leve  o moderada. La prevalencia en pacientes con periodontitis crónica en Europa es significativamente más baja (Slots & Ting 1999). Un estudio comparativo posterior  entre  España  y  Holanda  encontró  presencia  de  A. 
Actinomycetemcomitans en  el  23%  de  pacientes  holandeses mientras  que sólo  se  detectó  en  el  3%    de  los  pacientes  españoles  (Sanz  et  al.,  2000). También  parece  tener  importancia  la  etnia  más  que  la  localización geográfica, ya que la prevalencia de A. Actinomycetemcomitans en pacientes de  origen  hispano  y  asiático  residentes  en  Estados  Unidos,  es significativamente mayor  al  compararlos  con  pacientes  de  raza  caucásica (Umeda el al., 1998). 
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Prevalencia de  T. forsythia La  prevalencia  de T.  forsythia  en  la  cavidad  oral  no  ha  sido  estudiada  de forma  tan  específica  como  ha  sido  la  presencia  de  de  los  dos  bacterias analizadas anteriormente,  si bien, podemos sacar resultados de diferentes estudios  que  han  analizado  la  flora  bacteriana  de  poblaciones  con periodontitis y sanas en diferentes localizaciones geográficas. Al comparar la flora subgingival de pacientes españoles y holandeses, Sanz et al., (2000) observaron que la prevalencia de T. forsythia entre los pacientes de ambos países  no  difería  significativamente,  siendo  de  64,5%  en  los  pacientes españoles  frente  a  73,3%  en  los  pacientes  holandeses.  En  un  estudio comparativo de la flora de pacientes con periodontitis crónica en países tan distantes como Estados Unidos, Suecia, Brasil y Chile (Haffajee et al., 2004), la prevalencia de T. forsythia no difería significativamente entre países, con una prevalencia que variaba entre el 6.2% y el 8.5%,  en un estudio similar del mismo grupo, en el que evaluaban la flora de pacientes sanos de Suecia y  Estados  Unidos  (Haffajee  et  al.,  2005),  la  prevalencia  de  en  pacientes suecos fue significativamente mayor al compararla con los pacientes estado unidenses    (3.5% Vs 2.3%). Tomita et al.,  (2013) evaluaron  la prevalencia de  diferentes  patógenos  periodontales  en  pacientes  japoneses  sanos,  con periodontitis  crónica  y  con  periodontitis  agresiva.  La  prevalencia  en pacientes con periodontitis crónica y agresiva  fue similar (60%), mientras que  no  se  detectó  en  los  pacientes  sanos.  La  prevalencia  en  pacientes marroquís  fue  similar  en  pacientes  con  periodontitis  crónica  severa (66.7%) y pacientes con periodontitis agresiva (50%), estos datos están en concordancia  con  los  resultados  encontrados  en  pacientes  chilenos  con periodontitis  crónica  (López  et  al.,  2004)  donde  la  prevalencia  de  T. 
forsythia fue del 55%. 
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5. Etiopatogenia de las enfermedades periodontales 
 
Factores de virulencia bacterianos Las enfermedades periodontales se inician y progresan como consecuencia de  factores  producidos  por  bacterias  del  biofilm  subgingival;  algunas  de estas  sustancias,  pueden  producir  daño  directo  sobre  los  tejidos periodontales.  Otros  microorganismos  pueden  iniciar  una  respuesta inmune que puede producir daño sobre el periodonto.  Cada  especie  periodontopatógena,  tiene  factores  de  virulencia  que favorecen  la colonización y otros que sirven para causar daño al huésped. Entre los que sirven para colonizar, podemos subdividirlos en factores que favorezcan la adhesión, de multiplicación (nutricionales‐reproductivos), de competición con otras bacterias y de evasión de  las defensas del huésped. Los factores de virulencia de daño, se pueden dividir en directos, indirectos y para invasión.  
 
Factores de virulencia de A. actinomycetemcomitans Factores que facilitan la colonización:  
­ Adhesión.  
A.  actinomycetemcomitans  es  capaz  de  adherirse  a  células,  a  bacterias,  a componentes de la matriz extracelular y a saliva. Para ello, utiliza fimbrias pili  PilA,  proteínas  de  la  membrana  externa  (proteínas  EmaA  y  Aae),  el polímero extracelular poliglutámico (PGA) y vesículas (Fine et al., 2006). A. 
actinomycetemcomitans es capaz de coagregarse con F. nucleatum (Rosen et al., 2003) y con P. gingivalis (Suzuki et al., 2006).  
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­ Multiplicación. Este  microorganismo  utiliza  diferentes  mecanismos  para  adquirir nutrientes  y  poder  diseminarse,  como  son  la  hemolisina  (Kimizuka  et  al., 1996), las proteinasas (colagenasas) (Robertson et al., 1982), las proteínas reguladoras  del  hierro  (Fine  et  al.,  2006),  las  proteínas  plasmáticas encargadas  del  hierro  (Fine  et  al.,  2006)  y  la  proteína  HgpA  (Fine  et  al., 2006).  
­ Competición con otras bacterias.  Posee una bacteriocina (actinobacilina) que lisa o inhibe el crecimiento de otras bacterias (Hammond et al.,1987).  
­ Evasión de las defensas del huésped. Este  microorganismo  posee  diferentes  factores  capaces  de  atenuar  la respuesta inmune del huésped, como son la leucotoxina (Fine et al., 2006), polisacáridos de superficie, una proteína citoplasmática de 14kDa (O´Brien‐Simpson et al., 2004), una proteína de bajo peso molecular (van Dyke et al., 1982), proteinasas (Gregory et al., 1992) y  la  toxina de dilatación citoletal (Cdt) (Feng & Weinberg 2006). La  leucotoxina  A  ha  demostrado  capacidad  para  destruir  leucocitos polimorfonucleares,  monocitos  y  linfocitos,  aunque  de  una  forma  lenta (Rabie et al., 1988; Mangan et al., 1991; Taichman et al., 1991), también es capaz de destruir  leucocitos mediante el proceso de apoptosis (Kato et al., 1995).  La  apoptosis  es  un  complejo  proceso  que  puede  ser  inducido mediante  los  receptores  de  superficie  celular  de muerte  y/o mediante  un proceso  mitocondrial:  la  leucotoxina  A  actúa  mediante  el  proceso mitocondrial. Existe evidencia de que  la  leucotoxina A, produce activación 
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de  la caspasa, una proteína selectiva que actúa en el proceso de apoptosis de los leucocitos (Korostoff et al., 1998).  Factores que destruyen los tejidos del huésped: 
A.  actinomycetemcomitans  tiene  la  capacidad  de  lesionar  el  tejido periodontal  mediante  la  liberación  de  sustancias  que  pueden  destruir células,  o  la matriz  extracelular  (daño  directo),  o  bien  induciendo  a  otras células para que liberaren citoquinas (daño indirecto). Así, por ejemplo,  la leucotoxina tiene capacidad de estimular  la producción de  interleuquina 8 (IL‐8),  inducir  la  producción  de  interleuquina  (IL)  1  beta  (IL‐1β)  y  la producción de  IL‐6 y  factor de necrosis  tumoral alfa  (TNF‐α), estimular  la activación de la metaloproteinasa 8 (MMP‐8)y la lisis celular. La leucotoxina A promueve la activación de  la caspasa que induce la producción de IL‐1β (Kelk  et  al.,  2003;  Kelk  et  al.,  2005).  Existen  marcadas  diferencias  en  la expresión  de  leucotoxinas  en  función  de  los  diferentes  tipos  de  A. 
actinomycetemcomitans,  se  ha  observado  que  determinadas  cadenas  (ej ATCC 33384) producen poca cantidad de  leucotoxinas, mientras que otras (ej.  Y4)  producen  una  cantidad  moderada  y  otras  como  la  JP2  producen grandes cantidades (Kolodrubetz et al., 1996). 
 
A.  actinomycetemcomitans    también  tiene  factores  con  capacidad  para inducir una reacción inmune que produce reabsorción de tejido conectivo y hueso  como  el  lipopolisacárido,  el  material  en  superficie  de  2kDa,  los polisacáridos de la cápsula, la proteína citoplásmática de 37 kda y  la toxina de  dilatación  citoletal.  Las  proteinasas,  tienen  capacidad  de  hidrolizar  el fibrinógeno  y  el  colágeno  tipo  I  y  de  reducir  la  proliferación  de  células epiteliales  y  degradar  fibronectina  (Fives‐Taylor  et  al.,  1999;  Feng  & Weinberg 2006; O´Brien‐Simpson et al., 2004)  
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 Además, se puede causar daño a los tejidos del huésped por la invasión del tejido  periodontal. A. actinomycetemcomitans  tiene  capacidad  de  penetrar en el epitelio e  invadir el  tejido conectivo en tan sólo 30 minutos (Feng & Weinberg 2006), siendo capaz de diseminarse en  las células de alrededor. Esta capacidad de  invasión, puede explicar  la dificultad que existe para su eliminación  mediante  los  tratamientos  mecánicos  convencionales,  lo  que puede  justificar  el  uso  de  antimicrobianos  para  su  eliminación  (van Winkelhoff et al., 1992)  
Factores de virulencia de T. forsythia Factores que facilitan la colonización: 
­Adhesión. La capacidad de adhesión de T. forsythia, está relacionada con la capa S de la cápsula (Holt & Ebersole 2005) y con una proteína de superficie (proteína BspA) (O´Brien‐Simpson et al., 2004).  
­Multiplicación. No se dispone de información sobre los mecanismos moleculares que posee para  adquirir  nutrientes,  aunque  se  ha  descubierto  que  se  encuentra elevado  en  localizaciones  positivas  a  compuestos  de  sulfuro  (Holt  & Ebersole 2005).  
­Coagregación. Es  capaz  de  congregarse  con  F.  nucleatum  y  con  T.  denticola  (Holt  & Ebersole 2005).  
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­Evasión de las defensas del huésped. La lipoproteína BflP induce la apoptosis celular de leucocitos y linfocitos, y las  proteinasas  (∝‐D‐glucosidasa  y  N‐acetil‐β‐glucosaminodasa),  le protegen frente a las proteínas del huésped (Holt & Ebersole 2005)  
­Invasión de tejido periodontal. La  capa  S  de  la  cápsula,  también  está  relacionada  con  la  capacidad  de invasión (Sabet et al., 2003).  Factores que destruyen tejidos del huésped: La  lipoproteína BflP  (Holt &  Ebersole  2005)  y  la  proteína BspA  (O´Brien‐Simpson et al., 2004) inducen la producción de citoquinas proinflamatorias por  parte  del  huésped.  Además  T.  forsythia  produce  varias  proteinasas relacionadas con la destrucción periodontal (Holt & Ebersole., 2005)  
 
 
 
Factores de virulencia de P. gingivalis Factores que facilitan la colonización: 
­Adhesión. 
P. gingivalis  Es  capaz de  adherirse  a diferentes  tipos de  células,  con otras bacterias, con la matriz extracelular y con componentes salivares mediante la  cápsula  (Holt  et  al.,  1999),  hemaglutininas  (Holt  &  Ebersole  2005), proteinasas (Holt et al., 1999), proteínas de la membrana externa (Abiko et al.,  1997)  y  vesículas  (Holt  et  al.,  1999).  Las  fimbrias  también  juegan  un papel importante (Feng & Weinberg 2006).  
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Existen  seis  variantes  de  genes  que  codifican  la  unidad  proteica  de  las fimbrias (gen  fimA) (tipo I al V y el Ib). Se ha observado que la progresión de la periodontitis está estrechamente ligada a las cepas que poseen el fimA tipo Ib, II y IV,  las cepas tipo fimA tipo I y V se detectan mayoritariamente en pacientes adultos sanos (Feng & Weinberg 2006; Puig‐Silla et al., 2012; Fabrizi et al., 2013).  
­Multiplicación. Proteinasas (Holt et al., 1999), proteínas de choque térmico (Lu & McBride 1994),  proteínas de  la membrana  externa  y  hemolisinas  (Holt & Ebersole 2005)  proporcionan  nutrientes  para  el  crecimiento  de  la  bacteria  o  la protegen  cuando  está  expuesta  a  temperaturas  elevadas  o  a  factores ambientales.  
­Coagregación. Es  capaz  de  coagregarse  con  Actinomyces    naeslundii  genotipo  2, 
Streptococcus    gordonii,  Streptococcus    salivarius,  Streptococcus.  oralis, 
Streptococcus    mitis,  F.  nucleatum,  P.  intermedia,  Treponema  medium,  T. 
denticola  y  con A.  actinomycetemcomitans  serotipo  c  (Suzuki  et  al.,  2006; Holt & Ebersole 2005). 
 
­Evasión de las defensas del huésped. La  cápsula  (O´Brien‐Simpson  et  al.,  2004),  el  lipopolisacárido  (O´Brien‐Simpson et  al.,  2004),  y  las proteinasas  (Holt  et  al.,  1999) de P. gingivalis, son capaces de paralizar la respuesta inicial del huésped. 
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Factores que destruyen los tejidos del huésped: 
P.  gingivalis  posee  diferentes  factores  capaces  de  destruir  los  tejidos  del huésped  tanto  de  forma  directa  como  indirecta.  En  la  Tabla  1  se  pueden observar  las  diferentes  acciones  producidas  por  cada  factor  (cuadro adaptado de Iniesta et al., 2008).  
P.  gingivalis  tiene  capacidad  para  invadir  las  células  epiteliales  en aproximadamente 20 minutos  (Feng & Weinberg 2006),  se  replica dentro de ellas y es capaz de diseminarse a las células de alrededor. Las cepas que expresan  la  FimA  tipo  II  se  adhieren  e  invaden  células  epiteliales  más eficientemente que las cepas con otros tipos de FimA.   
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Tabla 1. Factores de virulencia de Porphyromonas gingivalis  relacionados con la destrucción del tejido del huésped (cuadro adaptado de Iniesta et al., 2008).  
Factor  Acción Fimbrias  Estimula la producción de IL‐1α, IL‐8, IL‐12, factor de necrosis tumoral‐α Y proteínas inflamatorias y quimiotácticas de los monocitos  Lipopolisacáridos  Modula la formación de colágeno y la proliferación de fibroblastos. Estimula la producción de IL‐1, IL‐5, IL‐6, IL‐8, IL‐10,IL‐13 Induce la producción de factor de necrosis tumoral‐α, PGE2 y la activación del complemento. Proteínas de la membrana externa:   De 24kDa (Omp24)   De 75 kDa 
  Reabsorción ósea Estimula la secreción de IL‐1α, Vesículas  Hidrolizan caseína, colágeno, cromogénico‐arginina y glicil‐L‐prolina Proteinasas    Gingipaínas        Colagenasas, proteasas   relacionadaí con la estreptopaina y peptidasa Pz  Proteinasa tripsina de 80kDa Proteinasa tiol de 140kDa Proteinasa dipeptil aminopeptidasa IV Proteinasa de 35kDa  Proteinasa cisteina de 75kDa(periodontaina) 
 Degrada laminina y fibronectina Hidrólisis del colágeno tipo I, III,IV y V Degrada fibrinógeno Inactiva los inhibidores de las proteinasas (α antitripsina y α2 macroglobulina) Activa las metaloproteinasas de la matriz Activa la cascada calicreína/quinina Lis‐gingipaína degrada las uniones de las células epiteliales  Degradan colágeno     Estimula la producción de MMP‐8 en los PMN y MMP‐1 en los fibroblastos gingivales Activa MMP‐1 y MMP‐3 en los fibroblastos gingivales  Activa MMP‐1  Induce la secreción de MMP‐1 y factor activador del plasminógeno en fibroblastos gingivales Inactiva el inhibidor de la proteinasa α1, produciéndose la liberación de altos niveles clínicos de elastasa.  
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Respuesta del huésped Ante la agresión bacteriana, el organismo va a reaccionar produciendo  una respuesta  de  defensa  inflamatoria.  Esta  respuesta  puede  producir  una resolución  rápida  de  la  agresión,  si  la  respuesta  es  eficaz,  o  puede evolucionar hacia una lesión crónica que no se resuelve, en caso de que la respuesta sea ineficaz.  En  1976,  Page  y  Schroeder  (Page  &  Schroeder  1976)  describieron  la progresión  de  la  lesión  gingival/periodontal  en  cuatro  fases:  inicial, temprana,  establecida  y  avanzada,  Y  posteriormente  ha  sido  ligeramente modificada por Kinane et al., (2008).  Ante un agresión de bacterias, el huésped va a reaccionar con una respuesta inflamatoria mediada por leucocitos polimorfonucleares,  a esta lesión se la denomina  inicial.  Si  se  mantiene  la  presencia  bacteriana,  se  produce  un aumento de los vasos sanguíneos dentogingivales, tanto en tamaño como en número,  lo  que  se  corresponde  clínicamente  con  un  aumento  de  la inflamación gingival.  Esta situación fue definida por Page y Schroeder como lesión temprana y puede persistir durante  largos periodos de tiempo; que evolucione hacia una lesión establecida, va a depender de la susceptibilidad del paciente.  Si la exposición a las bacterias del biofilm continúa, se produce un aumento de la respuesta inflamatoria, con aumento del fluido gingival y presencia de leucocitos en el epitelio de unión, con una lesión definida por  la presencia de  células  plasmáticas.  Continúa  la  pérdida  de  colágeno  según  avanza  el infiltrado  inflamatorio.  Se  produce  una  migración  apical  del  epitelio  de 
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unión que se transforma en epitelio de la bolsa, no adherida a la superficie radicular, lo que facilita la migración apical del biofilm bacteriano.  Según aumenta la profundidad de las bolsas, se produce la lesión avanzada. Además de la pérdida de tejido conectivo, se produce reabsorción ósea. La lesión  se  extiende  lateral  y  apicalmente  hacia  el  tejido  conectivo  y  las células predominantes son las plasmáticas.  Durante  el  proceso  inflamatorio,  como  respuesta  al  ataque  bacteriano,  el huésped libera mediadores como IL‐1α, IL‐1 ß  y prostaglandina E2 (PGE2). El  objetivo  de  estos  mediadores  inflamatorios  es  iniciar  y  mantener  la respuesta inmune e inflamatoria, regular el crecimiento y la diferenciación celular    y  comunicar  a  los  leucocitos    con  otras  células,  en  el  caso  de  las citoquinas, y ser vasodilatadora e  inducir  la producción de citoquinas, por parte de otras células en el caso de la PGE2. Estos mediadores inflamatorios junto  a  otros  como  IL‐11  o  IL‐17,  actúan  como  activadores  de  los osteoclastos, que van a producir la destrucción del hueso de soporte de los dientes (Crotti et al., 2003;  Liu et al. ,2003) 
 
 
6. Tratamiento de las enfermedades periodontales  
Tratamiento periodontal causal  El tratamiento periodontal irá encaminado a eliminar los depósitos de placa y cálculo supra y sub gingival causantes de la destrucción de los tejidos de soporte, lo que se conoce como terapia periodontal causal.  
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El  tratamiento  periodontal  debe  comenzar  con  una  adecuada  anamnesis para detectar todos los posibles factores de riesgo que puedan contribuir a la progresión, así como a la no correcta respuesta al tratamiento. En caso de ser  necesario,  se  realizarán  las  consultas  específicas  que  puedan  ser necesarias con los médicos especialistas con los que el paciente pueda estar en  tratamiento,  uso  de  premedicación  o  cualquier  otra  consideración necesaria relativa a enfermedades sistémicas.  La  fase  del  control  de  situaciones  agudas,  incluiría  aquellas  situaciones puntuales  en  las  que  el  paciente  presente  dolor  y/o  infección  y  sea necesario tratarlas antes de comenzar la fase activa de tratamiento.  El tratamiento periodontal activo comienza con la eliminación mecánica de la  placa  y  el  cálculo  subgingival,  que  se  basa  en  la  eliminación  de  los biofilms  subgingivales,  así  como  la  eliminación  de  los  factores  que promueven  la  formación  del  biofilm  y  la  consecuente  destrucción periodontal. Un correcto control de placa bacteriana por parte del paciente es  fundamental  para  alcanzar  unos  resultados  óptimos  en  esta  fase  del tratamiento, así como para mantener los resultados obtenidos a largo plazo (Loe 1994; Axelsson et al., 2004). Por ello,  es de vital  importancia para el tratamiento, explicar, motivar e  instruir a  los pacientes para que consigan un adecuado control de placa personal.  A día de hoy, el raspado y alisado radicular, sigue siendo el tratamiento de referencia dentro del tratamiento periodontal no quirúrgico. El objetivo de este  tratamiento  es  eliminar  los  biofilms  subgingivales,  toxinas  y  cálculo subgingival, así como re‐establecer una superficie radicular biológicamente aceptable.  Los  signos  clínicos  que  evidencian  una  mejoría  tras  el 
  45 
tratamiento, incluyen: mejoría en el color, contorno y consistencia  gingival, así como reducción del sangrado al sondaje, desaparición de la supuración, disminución de la profundidad de sondaje (PS) y ganancia del nivel clínico de inserción (NIC) (Dentino et al., 2013).   Diferentes  revisiones  sistemáticas  han  indicado  que  los  instrumentos sónicos, ultrasónicos   y piezoeléctricos,  son al menos  tan eficaces como el desbridamiento mecánico con curetas (Tunkel et al., 2002; Matuliene et al., 2010; Walmsley et al., 2008)   Tras  una minuciosa  reevaluación  de  los  resultados  obtenidos  tras  la  fase básica,  un  elevado  porcentaje  de  pacientes  sólo  necesitarán  este tratamiento  causal  para  controlar  su  periodontitis,  siendo  el  tratamiento periodontal  no quirúrgico  el  tratamiento  final.    En  aquellos pacientes que tras  la  fase  de  raspado  y  alisado  radicular  y  aún  teniendo  un  adecuado control de placa, sigan presentando riesgo de progresión de la periodontitis, estará  indicado  seguir  avanzando  en  el  tratamiento  causal  mediante  la realización de cirugíaa periodontal (Renvert & Persson 2002). En esta fase de  tratamiento,  se  pueden  emplear  terapias  regenerativas  o  resectivas, dependiendo  de  la  arquitectura  gingival  y  ósea  (Dentino  et  al.,  2013).  Estudios recientes han demostrado que la presencia de bolsas residuales ≥5 mm  después  del  tratamiento  periodontal,  es  el  factor  de  riesgo  más importante  de  progresión  de  periodontitis  en  pacientes  en  fase  de mantenimiento  tras  un  periodo  de  3  a  27  años  (Matuliene  et  al.,  2008; Matuliene  et  al.,  2010),  por  lo  que  la  fase  quirúrgica  periodontal  estaría indicada en estos pacientes.  
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Una vez se ha conseguido controlar  la periodontitis mediante  tratamiento básico  de  raspado  y  alisado  radicular  y  quirúrgico  (en  aquellos  pacientes que  lo necesiten), es  fundamental, para obtener buenos resultados a  largo plazo,  que  el  paciente  acuda  regularmente  a  visitas  de  mantenimiento periodontal  con  el  objetivo  de  prevenir  una  recidiva  de  la  enfermedad (Dentino  et  al.,  2013).  Estas  visitas  de  mantenimiento  periodontal  se establecerán a intervalos de 3‐6 meses en función de los factores de riesgo que  presente  cada  paciente  de  sufrir  una  recaída  de  la  enfermedad (Axelsson & Lindhe 1981; Kers 1981; Lang & Tonetti 2003). En estas visitas se evaluará el control de placa personal, se evaluarán los niveles clínicos de salud periodontal (nivel de inserción clínica, sangrado, supuración, factores de  retención  de  placa  locales…)  y  se  eliminará  mediante  instrumentos ultrasónicos  y  manuales  la  placa  y  el  cálculo  supra  y  subgingival.  Una revisión sistemática confirma que los pacientes que acuden regularmente a mantenimiento  periodontal,  presentan  menor  pérdida  de  inserción  y pierden menor  número  de  dientes  que  los  pacientes  que  no  acuden  o  lo hacen de forma intermitente (Gaunt et al., 2008).   
 
Eficacia  y  limitaciones  microbiológicas    del  tratamiento  periodontal 
causal El protocolo de tratamiento descrito es efectivo en la mayoría de pacientes analizados en diferentes estudios longitudinales, independientemente de la modalidad de tratamiento elegida (Lindhe & Nyman 1975; Ramfjord et al., 1975;  Rosling  et  al.,  1976;  Nyman  et  al.,  1977;    Knowles  et  al.,  1979; Badersten et al., 1981; Hill et al., 1981; Lindhe et al., 1982; Pihlstrom et al., 1983; Westfelt  et  al.,  1983; Westfelt  et  al.,  1985;  Isidor  &  Karring  1986; Badersten et al., 1987).  
  47 
 Sin  embargo,  también  tiene  algunas  limitaciones,  que  hacen  que  el protocolo  de  tratamiento  descrito  no  sea  efectivo  en  algunos pacientes/localizaciones. Entre ellas  está  la  falta de especificidad desde el punto  de  vista  microbiológico:  con  el  tratamiento  descrito  se  consigue disminuir  el  número  total  de  microorganismos  presentes  en    las localizaciones  subgingivales  y  producir  un  cambio  en  las  proporciones relativas  de  diferentes  especies  bacterianas  (Teles  et  al.,  2006),  así  como producir un aumento de la proporción de especies Gram‐positivas aerobias, lo que se asocia con salud (Cobb 2002; Haffajee et al., 2006). Sin embargo, como  se  comentó  anteriormente,  se ha demostrado que hay  tres  especies bacterianas que son periodontopatógenas con una asociación fuerte con la enfermedad   (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. forsythia) y cuya presencia  en  la  flora  subgingival  se  ha  asociado  a  progresión  de  la enfermedad  (Haffajee  &  Socransky  1994).  El  desbridamiento  subgingival mediante  raspado  y  alisado  radicular,  ha  demostrado  disminuir  los recuentos  medios  y  el  número  de  localizaciones  colonizadas  por  A. 
actinomycetemcomitans, P.  gingivalis (Van Winkelhoff et al., 1987; Renvert et al., 1990; Shiloah & Patters 1994) y T. forsythia (Darby et al., 2005); sin embargo,  en  la  mayoría  de  pacientes,  no  consigue  reducir  los  niveles bacterianos por debajo del nivel de detección a largo plazo (Renvert et al., 1990; Sbordone et al., 1990; Flemmig et al., 1998).   Por  tanto,  uno  de  los  enfoques  que  se  ha  sugerido  para  evitar  esta limitación,  es  el  uso  de  terapias  coadyuvantes  con  objetivos antimicrobianos, si  fuera posible específicos, y entre ellas cabe destacar el uso  de  protocolos  de  desinfección  a  boca  completa,  los  antimicrobianos locales, o los antimicrobianos sistémicos.  
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Protocolo de desinfección de boca completa Tradicionalmente,  el  tratamiento  no  quirúrgico  de  la  periodontitis  se  ha realizado en diferentes citas a intervalos de una o dos semanas, en las que se lleva a cabo el tratamiento de un cuadrante en cada sesión; de esta forma, cuando  se  realizaba  el  tratamiento  del  último  cuadrante  de  la  boca,  han transcurrido  3‐6  semanas  desde  que  se  comenzó  el  tratamiento  en  el primer  cuadrante.  En  este  protocolo  tradicional,  se  hipotetiza  que  las bacterias  de  los  cuadrantes  no  tratados  podrían  reinfectar  las  zonas  ya tratadas (Quirynen et al., 2001; Zijnge et al., 2010). En 1995, el grupo de la Universidad de Lovaina  (Quirynen et al., 1995),  introdujo   el protocolo de desinfección de boca completa, consistente en el desbridamiento mecánico de  toda  la  boca  en  menos  de  24  horas,  acompañado  de  la  irrigación subgingival  de  clorhexidina  al  1%,  cepillado  de  el  dorso  de  la  lengua  con clorhexidina en gel al 1% y enjuagues con clorhexidina al 0.2%. El objetivo de  este  protocolo  de  tratamiento  es  disminuir  la  carga  bacteriana  en  las bolsas periodontales, así como en el resto de  nichos orales, para disminuir el riesgo de reinfección de las zonas tratadas desde las áreas no tratadas.  El  grupo  de  Quirynen,  ha  demostrado  buenos  resultados  clínicos  y microbiológicos  empleando  este  protocolo  de  tratamiento,  al  compararlo con  el  protocolo  tradicional  en  pacientes  con  periodontitis  crónica (Quirynen  et  al.,  1995;  Bollen  et  al.,  1996;  Vandekerckhove  et  al.,  1996; Bollen et al., 1998; Mongardini et al., 1999; Quirynen et al., 1999; Quirynen et  al.,  2000).    A  nivel  microbiológico,  encontraron  una  reducción significativa  de  las  unidades  formadoras  de  colonias  por mililitro UFC/ml en el  grupo  test  comparado con el  grupo control  a  los dos meses,  aunque esta diferencia se reducía a los cuatro meses (Bollen et al., 1998), mientras 
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que en otros estudios la diferencia se mantenía  a los ocho meses (Quyrinen et  al.,  1999),  el  número  de  UFC/ml  para  determinadas  bacterias periodontopatógenas  como  P.  gingivalis,  F.  nucleatum,  P.  intermedia  o  C. 
rectus disminuyeron significativamente en el grupo test frente al control, no así  para  A.  actinomycetemcomitans  (Bollen  et  al.,  1998,  Quyrinen  et  al., 1999;  Quyrinen  et  al.,  2000).  Otros  grupos  de  investigación,  no  han encontrado  diferencias  significativas  entre  ambas  modalidades  de tratamiento  (Apatzidou  &  Kinane  2004;  Apatzidou  &  Kinane  2004;  Apatzidou  et  al.,  2004;  Zijnge  et  al.,  2010).  En  una  revisión  sistemática (Lang  et  al.,  2008),  se  observaron  diferencias  significativas  en  cuanto  a reducción  de  la  PS  y  ganancia  de  inserción  clínica  en  pacientes  con periodontitis crónica con bolsas moderadas, al comparar los resultados de realizar  el  protocolo  de  desinfección  de  boca  completa  con  o  sin  el  uso coadyuvante  de  antisépticos  (clorhexidina)  o  al  compararlo  con  el  grupo control  en  el  que  se  realizaba  el  tratamiento  en  varias  sesiones.  Las diferencias  clínicas  eran  modestas  (0.2‐0.4  mm),  por  lo  que  los  autores recomiendan  por  igual  el  uso  de  los  tres  protocolos  de  tratamiento comparados.  En  esta  revisión  no  se  encontraron  diferencias microbiológicas significativas entre los grupos estudiados. En una revisión narrativa  posterior,  en  la  que  se  incluyeron  cuatro  artículos  publicados entre  2010  y  2012  (Sanz  et  al.,  2012),  los  autores  concluyeron  que  el protocolo de tratamiento no aportaba diferencias significativas respecto al protocolo convencional. 
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Uso de antimicrobianos locales en el tratamiento periodontal El uso de antimicrobianos de aplicación local en el tratamiento periodontal se ha analizado en, al menos,  tres revisiones sistemáticas (Hanes & Purvis 2003;  Bonito  et  al.,  2005;  Matesanz‐Perez  et  al.,  2013).  Estas  revisiones incluyen estudios de cohortes y estudios clínicos aleatorizados, de al menos 3 meses de duración, con un diseño a boca partida o diseño en paralelo. Los productos analizados en estas revisiones incluyen las fibras de tetraciclinas, las microesferas  de minociclina,  la  azitromicina  subgingival,  la  doxiciclina en  gel  y  la  clorhexidina  aplicada  mediante  tres  vehículos  diferentes:  en chips, con gel de xantano y en barniz.  Los  resultados  obtenidos  en  las  tres  revisiones  sistemáticas,  al  analizar todos  los  productos  evaluados  en  su  conjunto,  demostraron  un  beneficio adicional    al  utilizar  antimicrobianos  locales  coadyuvantes  al desbridamiento subgingival  frente al   grupo control tanto en reducción de la  PS  (0.6  mm  Hannes  &  Purvis  2003;  Bonito  et  al.,  2005)  (0.407  mm Matesanz‐Pérez et al., 2013), como en ganancia de inserción clínica (0.3 mm Hannes & Purvis 2003; Bonito et al., 2005), (0.310 mm Matesanz‐Pérez  et al., 2013),  Como  se  apreció  una  gran  heterogeneidad,  fue  necesario  analizar  los resultados  teniendo en cuenta  los diferentes productos empleados, el  tipo de estudio y el periodo de seguimiento, para reducir  la heterogeneidad de algunas variables. En esos análisis se demostró que la eficacia de todos los productos  analizados  no  fue  la  misma,  encontrándose  los  mejores resultados para el uso de  fibras de  tetraciclina  (reducción de PS de 0.727 mm),  seguido  por  doxiciclina  (0.573  mm)  y  minociclina  (0.472  mm).  El 
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empleo  de  metronidazol  y  de  chips  de  clorhexidina,  aportó  resultados mínimos, con reducciones de profundidad de sondaje inferiores a 0.4 mm.  Los mejores  resultados en  cuanto a ganancia de nivel de  inserción  clínico fueron para la clorhexidina con gel de xantano, que obtuvo 0.9 mm, aunque estos  resultados  se  basan  sólo  en  un  estudio  (Matesanz  et  al.,  2013).  Por otro  lado,  el  uso  de metronidazol  y  otros  productos  con  clorhexidina,  no aportaron ningún beneficio sobre el tratamiento mecánico solo.  A  la  vista  de  estos  resultados,  resulta  evidente,  que  el  efecto  de  estos productos no depende sólo de el compuesto, sino de la farmacodinámica o del  vehículo  de  administración  empleado.  Este  efecto  se  ve  claramente  al analizar los resultados de tres formulaciones diferentes de clorhexidina: los mejores  resultados  se  obtuvieron  al  emplear  clorhexidina  más  gel  de xantano, seguido por los chips de clorhexidina y de clorhexidina en barniz.  Una  ventaja  en  la  que  coinciden  las  tres  revisiones  sistemáticas  es  que  la incidencia  de  efectos  adversos  al  emplear  antimicrobianos  locales  es mínima,  reportando  sólo  mínimas  complicaciones  gingivales,  similares  al grupo  control,  no  podemos  sacar  conclusiones  de  los  efectos microbiológicos, ya que no los analizan.  De  acuerdo  a  la  evidencia  científica  disponible,  el  empleo  rutinario  de antimicrobianos locales en la clínica se debe poner en duda, ya que a pesar del beneficio clínico adicional, el  tiempo que requiere utilizarlos y el coste deben  de  tenerse  en  cuenta,  y  la  indicación  clínica  más  aceptada  son aquellos pacientes con periodontitis crónica con bolsas  localizadas que no han respondido al tratamiento (AAP 2006). 
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Uso de antimicrobianos sistémicos en el tratamiento periodontal Durante muchos años se han empleado antibióticos sistémicos como parte del  tratamiento  periodontal.  Los  beneficios  del  uso  de  antibióticos  en periodontitis han sido estudiados en revisiones sistemáticas presentadas en diferentes Workshops (Herrera et al., 2002; Haffajee et al., 2003; Herrera et al.,  2008).  Herrera  et  al.,  (2002)  concluyeron  que,  en  determinadas situaciones clínicas, como en pacientes con bolsas profundas, pacientes con enfermedad  activa  o  con  perfiles  microbiológicos  específicos,  el  uso  de antibióticos  coadyuvantes  al  raspado  y  alisado  radicular,  podría  ser relevante desde el punto de vista clínico. Haffajee et al., (2003) concluyeron, que  aunque  existe  suficiente  evidencia  para  sugerir  que  el  uso  de antibióticos puede ayudar en el  tratamiento de  las periodontitis,  no  se ha definido un protocolo adecuado de uso.  En  una  revisión  posterior,  cuya  intención  era  valorar  cuales  eran  las condiciones más eficaces para administrar antibióticos sistémicos, Herrera et al., (2008), concluyeron que si el uso de antibióticos está indicado, estos deben administrarse coadyuvantes al  tratamiento mecánico, no existiendo suficiente  evidencia  del  beneficio  de  ser  administrados  tras  cirugía periodontal. Además,  la evidencia  indirecta  indica que el  inicio de  la  toma del antibiótico debe comenzar el día en que se complete el desbridamiento, que este se debe completar en un periodo corto de tiempo (menos de una semana)  y  el  desbridamiento  debe  ser  de  una  calidad  adecuada  para optimizar los resultados. Un estudio posterior (Beliveau et al., 2012), en el que  se  comparó  la  administración  de  antibiótico  en  pacientes  con periodontitis agresiva, inmediatamente tras la realización de el tratamiento mecánico, frente a administrarlo a los tres meses de realizar el tratamiento periodontal, ambos grupos obtuvieron mejoras clínicas, pero los pacientes a 
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los que se les administró el antibiótico inmediatamente tras el tratamiento, obtuvieron  una  reducción  de  la  profundidad  de  sondaje,  una  ganancia clínica  de  inserción  y  disminución  del  sangrado  al  sondaje significativamente  mejores  que  el  grupo  en  el  que  el  antibiótico  se administró posteriormente.  Esta  revisión  también  analizó  qué  antimicrobianos  habían  demostrado eficacia  como  coadyuvantes  en  el  tratamiento  de  la  periodontitis  y  si  la calidad  del  desbridamiento  y  la  secuencia  en  la  que  se  administraba  el antimicrobiano era  importante. Por el  contrario, no  se  tuvieron en cuenta los  resultados  microbiológicos  del  tratamiento,  tan  sólo  los  resultados clínicos,  ya  que  la  mayoría  de  estudios  no  presentaban  datos microbiológicos,  y  la  respuesta  al  tratamiento  se  evaluó  clínicamente, independientemente del perfil microbiológico de los pacientes.   Respecto  a  la  eficacia  del  metronidazol  como  coadyuvante  al  raspado  y alisado  radicular,  de  los  catorce  estudios  analizados,  ocho de  los  estudios demostraron  resultados  favorables,  frente  a  seis  que  no  encontraron diferencias  significativas.  De  los  resultados  de  estos  estudios,  se  puede deducir que es más importante la dosis de medicamento empleado que los factores asociados a la secuencia de desbridamiento. Metronidazol requiere una  estricta  posología  (para  el  tratamiento  de  la  periodontitis),  no existiendo  unanimidad  en  los  artículos  analizados  en  la  dosis  a  emplear, estas dosis varían de 200 a 500 mg de dos a cuatro veces al día durante 5‐14  días  (Herrera  et  al.,  2002).  Esta  posología  puede  ser  complicada  de cumplir de forma adecuada por algunos pacientes, lo que puede conllevar a una  falta  de  cumplimiento  y  a  peores  resultados  (Loesche  et  al.,  1993). Además,  metronidazol  produce  algunos  efectos  adversos,  incluida  la 
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interferencia  con bebidas  alcohólicas,  lo  que puede disminuir  aún más  su eficacia (Sharma et al., 2009)   En  la  revisión  realizada  por Herrera  et  al.,  (2008),  se  encontraron  cuatro estudios  en  los  que  se  evaluó  azitromicina.  De  estos  cuatro  estudios,  dos encontraron  resultados  significativamente  superiores  en  cuanto  la profundidad  de  sondaje,  el  sangrado  al  sondaje  o  el  nivel  de  inserción clínica,  mientras  que  otros  dos  estudios  no  encontraron  diferencias significativas.  Los  estudios  donde  se  encontraron  mayores  diferencias fueron aquellos en  los que el  tratamiento de desbridamiento se realizó en un  menor  espacio  de  tiempo  entre  citas.  Estudios  posteriores  a  esta revisión  han  encontrado  diferencias  significativas  favorables  al  uso  de azitromicina (Haas et al., 2008; Pradeep et al., 2008; Yashima et al., 2009), mientras que otros estudios no han encontrado diferencias (Sampaio et al., 2011;  Emingil  et  al.,  2012;  Han  et  al.,  2012).  Una  de  las  ventajas  de azitromicina frente a otros antibióticos, es que la posología es muy sencilla, ya que sólo requiere una toma al día durante 3 días.  Hay que tener en cuenta  la especificidad microbiológica en  la respuesta al tratamiento.  Así,  el  uso  de  determinados  antibióticos  sistémicos  parece tener efecto sobre determinadas bacterias pero no sobre otras. Flemmig et al., (1998) observaron que tras administrar amoxicilina y metronidazol, se produce  una  supresión  por  debajo  de  niveles  detectables  de  A. 
actinomycetemcomitans  que  se  mantenía  a  lo  largo  de  los  12  meses  del estudio en los pacientes del grupo test. Sin embargo, aquellos pacientes que tenían P.  gingivalis raramente conseguían eliminarlo por debajo de niveles de detección a largo plazo. Clínicamente, los pacientes con P.  gingivalis que no  eran  positivos  para    A.  actinomycetemcomitans  tuvieron  mayor 
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incidencia de pérdida de inserción, al compararlo con el grupo control. Los resultados  de  este  estudio  indican  que  los  pacientes  con  ciertos  perfiles microbiológicos no se benefician del uso de determinados antibióticos, por lo  que,  en  caso  de  administrárselo,  obtendrán  los  efectos  nocivos  de  los antibióticos anteriormente señalados pero ningún beneficio.  A  pesar  de  estos  datos  favorables  al  uso  de  antibiótico,  hay  que  tener  en cuenta  que  el  uso  de  antibióticos  no  está  exento  de  polémica.  Los antibióticos  son  drogas  que  pueden  producir  efectos  adversos  a  nivel sistémico,  como  reacciones  anafilácticas,  y  su  uso  irracional  aumenta  las resistencias bacterianas a estos medicamentos.    Las  resistencias  a  antimicrobianos  pueden  clasificarse  en  tres  tipos: intrínsecas, mutacionales y adquiridas.  Las  resistencias dependen del  tipo de droga: ‐  Las  resistencias  bacterianas  a  la  penicilina  pueden  ocurrir  por  una disminución en la permeabilidad de la bacteria al antibiótico, por alteración de la unión de la penicilina o por la producción de β‐lactamasas.  ‐ Las resistencias a las tetraciclinas y a los macrólidos, se producen por una limitación del acceso a la célula, mediante una alteración del ribosoma para evitar  una  unión  adecuada  del  antibiótico  o  mediante  la  producción  de enzimas inactivadoras de las tetraciclinas/macrólidos. ‐  Las  resistencias  a  metronidazol  son  menos  frecuentes,  ya  que  requiere una activación metabólica por bacterias anaerobias estrictas (Soares et al., 2012).  Herrera et al.,  (2000) compararon la prevalencia de bacterias productoras de  β‐lactamasas  en  dos  países  con  políticas  antibióticas  muy  distintas, 
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España  y  Holanda.  El  54%  de  los  pacientes  del  grupo  español  había consumido antibióticos en los últimos 12 meses frente al 10% de el grupo holandés. Los resultados revelaron una mayor prevalencia y una microflora más  compleja  productora  de  β‐lactamasas  en  la  población  española  al compararla  con  la  holandesa.  Este  mismo  grupo  también  evaluó  la influencia  que  tiene  este  consumo  de  antibióticos  tan  dispar  sobre  las resistencias  que  crean  la  bacterias  a  los  antibióticos  en  los  dos  países  y observaron que en los pacientes españoles, hubo una mayor prevalencia de resistencias  con  una  diferencia  estadísticamente  significativa  a  penicilina, amoxicilina, metronidazol, clindamicina y tetraciclina al compararlo con los pacientes holandeses (van Winkelhoff et al., 2000).   
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IV. JUSTIFICACIÓN  Las  enfermedades  periodontales  tienen  una  alta  prevalencia  en  España  y producen consecuencias tanto a nivel local (funcionales y estéticas) como a nivel  sistémico  (resultados  adversos  del  embarazo,  problemas cardiovasculares,  pulmonares,  alteración  del  control  glucémico  en pacientes diabéticos).   La  etiología  de  las  enfermedades  periodontales  es  bacteriana,  existiendo tres  bacterias  que  han  demostrado  una  evidencia  fuerte  de  ser periodontopatógenas: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. forsythia. El  tratamiento  periodontal  va  encaminado  a  eliminar/reducir  estas bacterias periodontopatógenas, mediante el desbridamiento subgingival, ya sea  quirúrgico  o  no  quirúrgico.  Sin  embargo,  debido  a  las  limitaciones microbiológicas del tratamiento periodontal estándar, en ciertos pacientes (como  aquellos  con  perfiles  microbiológicos  determinados),  el  uso  de tratamientos  coadyuvantes,  como  los  antimicrobianos,  puede  estar justificado (Herrera et al., 2002; Haffajee et al., 2003).   
P.  gingivalis  ha  demostrado  una  alta  prevalencia  en  los  pacientes periodontales en España (Sanz et al., 2000; Herrera et al., 2008; Lau et al., 2004) y, por  tanto, es razonable analizar  los aspectos relacionados con su prevalencia, susceptibilidades a antibióticos y respuesta al tratamiento.   Respecto  a  la  prevalencia,  la  mayoría  de  estudios  existentes  sobre  los perfiles microbiológicos de los pacientes periodontales se han realizado en Estados  Unidos,  Europa  y  Japón,  existiendo  pocos  datos  sobre  la composición de la flora periodontal de los países en vías de desarrollo (Ali 
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et al., 1996; Gjermo et al., 2002; Benrachadi et al., 2012). Pocos estudios han comparado  los  diferentes  perfiles microbiológicos  entre  diferentes  países (Ali et al., 1996; Sanz et al., 2000; Haffajee et al., 2004; Lopez et al., 2004) y pocos  de  ellos  han  empleado  la  misma  tecnología  y  métodos  calibrados para comparar la composición microbiológica entre diferentes poblaciones. Parece  razonable  realizar  un  estudio  sobre  la  prevalencia  de  periodonto‐patógenos,  comparando  diferentes  poblaciones,  con  especial  énfasis  en  la detección de P. gingivalis.   Respecto  a  las  susceptibilidades  a  antibióticos,  diferentes  estudios  han demostrado  que  el  consumo  de  antibióticos  (Baquero  1996;  Cars  et  al., 2001),  así  como el  no  cumplimiento  en  la pauta  adecuada de  tratamiento (Pradier  et  al.,  1997),  en  los  países  mediterráneos,  comparados  con  los países  del  centro  y  norte  de  Europa,  son  mucho  mayores,  lo  que  ha conducido a un aumento de las resistencias bacterianas a los antibióticos en los países del sur de Europa en comparación con los del norte (Machka et al., 1988; Bronzwaer et al., 2004; Zinn et al., 2004). Este fenómeno también es extrapolable  a  otras  zonas  del  mundo,  en  las  que  se  ha  visto  que  las resistencias  bacterianas  a  antibióticos  son  muy  distintas  entre  países (Ardila et al., 2010; Rams  et al., 2013). Un estudio previo (van Winkelhoff et  al.,  2000)  ya  demostró  que  existe  unos mayores  niveles  de  resistencia bacteriana,  estadísticamente  significativa,  a  diferentes  antibióticos  en  las bacterias  de  los  pacientes  españoles  en  comparación  con  los  pacientes holandeses,  pero  en  forma  de  bacterias  agrupadas.  Parece  razonable completar  la  información aportada por  ese  estudio    analizando diferentes especies bacterianas de manera aislada, con especial énfasis en P. gingivalis.   
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Respecto a la respuesta al tratamiento, diferentes estudios han demostrado que  la  eliminación  de  P.  gingivalis  mediante  tratamiento  mecánico  no  es predecible  (Renvert  et  al.,  1990;  Winkel  et  al.,  1997).  De  acuerdo  a diferentes revisiones sistemáticas, los pacientes portadores de P. gingivalis, podrían  beneficiarse  del  uso  coadyuvante  de  antibióticos  (Herrera  et  al., 2002; Haffajee et al., 2003).   De entre  los antibióticos disponibles, metronidazol ha demostrado buenos resultados debido a su espectro antimicrobiano, pero requiere una estricta posología que necesita (para el tratamiento de la periodontitis) entre 200 y 500 mg de dos a cuatro veces al día, durante 5‐14 días (Herrera et al., 2002), lo  que  puede  conllevar  falta  de  cumplimiento  por  parte  de  algunos pacientes (Loesche et al., 1993). Por otro lado, azitromicina ha demostrado eficacia in vivo e in vitro frente a microorganismos aeróbicos y anaeróbicos  gram‐negativos  (Retsema  et  al.,  1987; Williams  et  al.,  1992; Muller  et  al., 2002). Además, diferentes estudios in Vitro (Pajukanta et al., 1993) e in vivo (Herrera et al., 2000), han demostrado la eficacia de azitromicina frente a P. 
gingivalis. Azitromicina, tiene una posología muy sencilla de cumplir, ya que requiere  una  toma  al  día  de  500  mg  durante  3  días,  lo  que  en  caso  de demostrar  eficacia  en  el  tratamiento  de  la  periodontitis  asociada  a  P. 
gingivalis, puede suponer una ventaja importante respecto al cumplimiento, frente a antibióticos como metronidazol.        
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V. HIPÓTESIS  De acuerdo a lo expuesto anteriormente, la hipótesis general de trabajo fue que  la  prevalencia  y  las  susceptibilidades  frente  a  antimicrobianos  de  P. 
gingivalis   en una población con periodontitis en España sería diferente, y superior, a los de otras poblaciones; esto podría comprometer la respuesta al  tratamiento  periodontal  convencional  en  esa  población,  que  se  podría mejorar con el uso coadyuvante de antimicrobianos sistémicos.   Como hipótesis específicas, se plantearon:  
P.  gingivalis  y  diferentes  especies  bacterianas  periodonto‐patógenas,  aisladas en pacientes en España, mostrarán mayores niveles de resistencia a  antimicrobianos  respecto  a  otras  poblaciones  (van  Winkelhoff  et  al., 2005).   
P.  gingivalis  y  diferentes  especies  bacterianas  periodonto‐patógenas,  aisladas en pacientes en España, diferirán de los perfiles microbiológicos de otros países (Herrera et al., 2008).   Los pacientes portadores de P. gingivalis  se beneficiarán más, en términos de reducción de la profundidad de sondaje y ganancia de nivel de inserción clínica,  con  el  uso  coadyuvante  de  azitromicina,  asociada  a  la eliminación/reducción de P. gingivalis (Oteo et al., 2010). 
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VI. OBJETIVOS  El objetivo general de este trabajo fue evaluar la importancia de P. gingivalis en  pacientes  con  periodontitis  crónica  en  España,  estableciendo  su prevalencia, susceptibilidades a antimicrobianos y respuesta al tratamiento periodontal no quirúrgico.  Los objetivos específicos fueron los siguientes:  ‐  Comparar  los  diferentes  patrones  de  resistencia  bacteriana  entre pacientes  con  periodontitis  crónica  en  España  y  Holanda,  mediante  la comparación  de  los  perfiles  de  susceptibilidades  de  P.  gingivalis  y  otros periodonto‐patógenos,  usando  la  técnica  de  epsilometría  (E­test)  (van Winkelhoff et al., 2005).  ‐ Evaluar la microbiota subgingival, con especial énfasis en P. gingivalis, de pacientes  con  periodontitis  de  Chile,  Colombia  y  España,  utilizando métodos de detección bacteriana idénticos (Herrera et al., 2008).  ‐ Comparar los efectos clínicos y microbiológicos del uso de azitromicina o placebo,  coadyuvante  al  tratamiento  periodontal  no  quirúrgico,  en  el tratamiento de  la periodontitis crónica asociada a P. gingivalis  (Oteo et al., 2010).      
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS. RESULTADOS  La descripción detallada del material y métodos, así como los resultados de investigación  han  sido  publicados  como  artículos  científicos  en  tres publicaciones independientes con las siguientes referencias:   Estudio  1:  van  Winkelhoff  AJ,  Herrera  D,  Oteo  A,  Sanz  M  (2005) Antimicrobial profiles of periodontal pathogens isolated from periodontitis patients in the Netherlands and Spain. J Clin Periodontol 2005;32:893‐898.  Estudio 2: Herrera D, Contreras A, Gamonal  J, Oteo A,  Jaramillo A, Silva N, Sanz M, Botero JE, León R. (2008) Subgingival microbial profiles in chronic periodontitis  patients  from  Chile,  Colombia  and  Spain.  J  Clin  Periodontol; 35:106‐113.  Estudio  3:  Oteo  A,  Herrera  D,  Figuero  E,  O´Connor  A,  González  I,  Sanz M (2010)  Azithromycin  as  an  adjunt  to  scaling  and  root  planing  in  the treatment  of  Porphyromonas  gingivalis  associated  periodontitis:  a  pilot study. J Clin Periodontol;37:1005‐1015.         
  66 
 
Artículo 1 
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 Artículo 1:  van Winkelhoff AJ, Herrera D, Oteo A, Sanz M (2005) Antimicrobial profiles of  periodontal  pathogens  isolated  from  periodontitis  patients  in  the Netherlands and Spain. J Clin Periodontol 2005;32:893‐898. 
 Antecedentes  y  objetivos:  Las  resistencias  bacterianas  de  las  bacterias periodontales  hacia  los  antibióticos  más  habitualmente  empleados  en periodoncia, ha sido investigada en un estudio previo.  En dicho estudio, se observaron    resistencias  microbianas  en  la  flora  periodontal      más frecuentemente    en  los  pacientes  españoles  en  comparación  con  los pacientes  holandeses.  El  objetivo  del  presente  estudio  fue  comparar  la susceptibilidad  antimicrobiana  de  cinco  bacterias  periodontopatógenas aisladas de pacientes periodontales en España y Holanda. Material  y  métodos:    Se  recogió  y  cultivó  placa  subgingival  de  pacientes adultos  con  periodontitis  en  placas  de  agar  no  seletivas.  Se  aislaron 
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella 
intermedia,  Fusubacterium  nucleatum  y  Pavimonas  micra  y  se  emplearon para  encontrar  la  concentración mínima  inhibitoria  empleando  la  técnica del  Epsilómetro  (E‐test).  Se  analizaron  ocho  antibióticos  diferentes  para todas las bacterias aisladas. Se  evaluó  la  CMI50  y  la    CMI90 para  cada  antibiótico  y  cada  especie  y  se calculó el porcentaje de cepas resistentes. Resultados: Se encontraron CMI significativamente mayores para las cepas de pacientes españoles de F. nucleatum  para penicilina, ciprofloxacino, de P. 
intermedia  para  penicilina,  amoxicilina  y  tetraciclina,  de  P.  micra  para tetraciclina, amoxicilina y azitromicina y de P. gingivalis para tetraciclina y ciprofloxacino.    Basándonos  en  el  punto  de  rotura  de  concentración,  se 
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encontró un mayor número de cepas de F. nucleatum resistentes en España para  la  penicilina,  amoxicilina  y  metronidazol,  para  Prevotella  intermedia para  amoxicilina  y  azitromicina  y  para  A.  Actinomycetemcomitans    para amoxicilina  y  azitromicina.  No  se  observaron  mayor  resistencias  de  las cepas de  P. gingivalis para ningún antibiótico analizado tanto para Holanda como para España. Conclusiones: Existen diferentes susceptibilidades en las bacterias aisladas de pacientes holandeses y españoles. Esto, implica que es necesario realizar un  análisis  de  susceptibilidad  para  determinar  la  eficacia  de  un  agente antimicrobiano.  Además,  los  estudios  que  analizan  la  eficacia  de antibióticos  deberían  tener  este  hecho  en  cuenta.  La  información  de  este estudio  indica que puede no  ser posible desarrollar protocolos uniformes en el uso de antibióticos para el tratamiento de periodontitis severas en la Unión Europea.               
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Antimicrobial profiles of
periodontal pathogens isolated
from periodontitis patients in the
Netherlands and Spain
van Winkelhoff AJ, Herrera D, Oteo A, Sanz M. Antimicrobial profiles of periodontal
pathogens isolated from periodontitis patients in the Netherlands and Spain. J Clin
Periodontol 2005; 32: 893–898. doi: 10.1111/j.1600-051X.2005.00782.x. r
Blackwell Munksgaard, 2005.
Abstract
Background and Aim: Antimicrobial resistance of periodontal pathogens towards
currently used antibiotics in periodontics has been investigated in a previous study.
Microbial resistance in the periodontal microflora was more frequently observed in
Spanish patients in comparison with Dutch patients. The aim of the present study was
to compare antimicrobial susceptibility profiles of five periodontal bacteria isolated
from periodontitis patients in Spain and in the Netherlands.
Material and Methods: Subgingival plaque samples from adult patients with
periodontitis were collected and cultured on selective and non-selective plates.
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum and Micromonas micros were isolated and used
for minimal inhibitory concentration tests using the Epsilometer (E-test) technique.
Eight different antibiotics were tested on all bacterial isolates. MIC50 and MIC90
values for each antibiotic and each species were determined and the percentage of
resistant strains was calculated.
Results: Significantly higher MIC values were noted in Spanish strains of
F. nucleatum for penicillin, ciprofloxacin, of P. intermedia for penicillin, amoxicillin
and tetracycline, of M. micros for tetracycline, amoxicillin and azithromycin, and of
P. gingivalis for tetracycline and ciprofloxacin. Based on breakpoint concentrations, a
higher number of resistant strains in Spain were found in F. nucleatum for penicillin,
amoxicillin and metronidazole, in Prevotella intermedia for tetracycline and
amoxicillin, and in A. actinomycetemcomitans for amoxicillin and azithromycin.
Resistance of P. gingivalis strains was not observed for any of the antibiotics tested
both in Spain and the Netherlands.
Conclusions: Differences exist in the susceptibility profiles of periodontal pathogens
isolated from periodontitis patients in Spain and in the Netherlands. This implicates
that antibiotic susceptibility testing is necessary to determine efficacy of antimicrobial
agents. Also, clinical studies with antibiotics should take these differences into
account. The information from the present study indicates that it may not be possible to
develop uniform protocols for usage of antibiotics in the treatment of severe
periodontitis in the European Union.
Key words: antibiotic susceptibility;
Epsilometer test; periodontal pathogens;
Spain; the Netherlands
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The amount of antibiotics used in the
European Union shows great variation
between countries. Cars et al. (2001)
analysed data on non-hospital sales of
antibiotics for 1997 from 15 European
countries. They found that the number
of defined daily doses (DDD) per 1000
inhabitants per day varied more than
fourfold. France (DDD5 36.5), Spain
(DDD5 32.4), Portugal (DDD5 28.8)
and Belgium (DDD5 26.7) were coun-
tries with the highest sales, whereas,
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Denmark (DDD5 11.3), Sweden (DDD
5 13.5), Germany (DDD5 13.6) and
the Netherlands (DDD5 8.9) showed
the lowest sales. The higher usage of
antimicrobial drugs in Mediterranean
countries when compared with central
and northern countries has been reported
earlier (Baquero 1996). Also, the non-
compliance rates have shown to be
higher in Spain (42%), Italy (34%) and
France (16%) in comparison with the
UK (9%) (Pradier et al. 1997). As a
consequence of this abusive usage and
poor compliance, antimicrobial resis-
tance in southern European countries is
higher when compared with northern
countries (Machka et al. 1988, Voss et
al. 1994, Bronzwaer et al. 2004, Zinn et
al. 2004). For instance, the prevalence
of penicillin-resistant pneumococci was
reported to be higher in Spain and in
France in comparison with UK, Ger-
many and Italy (Baquero 1996). The
proportion of methicilline-resistant Sta-
phyloccocus aureus (MRSA) in various
European countries shows great varia-
tion and ranges from 0.1% in Denmark
and 1.5% in the Netherlands, to 30% in
Spain, 34% in France, 34% in Italy and
up to 53% in Greece (Voss et al. 1994,
Veldhuijzen et al. 2000, Jones et al.
2003). Higher proportions of MRSA
strains towards antibiotics other than
methicillin were also observed in Spain
in comparison with the Netherlands and
amounted, respectively, to 84.7% versus
55.5% for ciprofloxacin, 96.8% versus
44.4% for clindamycin, and 96.8%
versus 55.5% for erythromycin (Voss
et al. 1994).
b-lactamase production is a mechan-
ism responsible for bacterial resistance
towards b-lactam antibiotics. The pre-
valence of b-lactamase-producing Hae-
mophilus influenzae serotype b in Spain
was reported to be 63.6%, which was
significantly higher than in the Nether-
lands (12%) (Machka et al. 1988). Mul-
ti-drug resistance and resistance towards
all b-lactam antibiotics was reported for
clinical pneumococci isolates in Spain
more than 15 years ago (Appelbaum
et al. 1992).
Data on antimicrobial resistance of
different periodontal bacteria in differ-
ent European countries are scarce.
Using whole plaque samples from perio-
dontitis patients from the Netherlands
and from Spain, our groups investigated
the bacterial susceptibility towards dif-
ferent antibiotics (van Winkelhoff et al.
2000). Blood agar plates containing
breakpoint concentrations of penicillin,
amoxicillin, amoxicillin and clavuna-
late, metronidazole, erythromycin, azi-
thromycin, clindamycin and tetracycline
were used to determine the proportion of
subgingival plaque bacteria that were
resistant to these antibiotics. Statisti-
cally significant higher bacterial resis-
tance of these periodontal bacteria was
reported for penicillin, amoxicillin,
metronidazole, clindamycin and tetracy-
cline in samples from Spanish patients
when compared with samples from
Dutch patients. The mean number of
different bacterial species growing on
the selective plates and the percentage
of resistant strains were also higher in
the Spanish group. When the frequency
of occurrence of tetracycline-resistant
periodontal pathogens was studied, five
patients from the Spanish group har-
boured more than three tetracycline-
resistant periodontal pathogens, whereas
this was not observed in any of the
Dutch patients. Also, the subgingival
microflora from periodontitis patients
harboured more b-lactamase-producing
bacteria in Spain when compared with
Dutch patients (Herrera et al. 2000).
The purpose of this study was to
further investigate differential patterns
of antimicrobial resistance between
Spain and the Netherlands by comparing
the antimicrobial susceptibility profiles
of five periodontal bacteria isolated
from periodontitis patients using the
Epsilometer (E-test) technique.
Materials and Methods
Patients
Fifty-four patients from the periodontal
graduate clinic at the University Com-
plutense, Madrid, and 26 from the Perio-
dontal Clinic at ACTA, Amsterdam,
were selected for this study. This patient
population fulfilled the following selec-
tion criteria: (1) age 425 years; (2)
destructive periodontal disease with
pocket probing depth of X5mm at X3
teeth in each quadrant of the dentition;
(3) radiographic evidence of alveolar
bone loss in each quadrant of the denti-
tion; (4) no use of systemic or topical
antimicrobial therapy. Once selected,
each patient provided a pooled subgin-
gival plaque sample.
Microbiological sampling
In each quadrant of the dentition, the
deepest pocket, showing bleeding on
probing and with the maximum of
attachment loss was selected for micro-
biological sampling. After careful remo-
val of supragingival plaque deposits,
isolation of the sampling sites with
cotton rolls and after gentle air-drying,
two consecutive sterile paper points
were inserted to the depth of the pockets
and left in place for at least 10 s. Paper
points from all four selected periodontal
sites were pooled in 2.0ml of reduced
transport fluid (RTF) (Syed & Loesche
1972). Samples were processed within
2 h after sampling.
Microbiological procedures
After vortexing for 30 s, samples were
10-fold serially diluted in RTF and
100ml of appropriate dilutions were
plated on non-selective 5% horse blood
agar plates (Oxoid no. 2, Oxoid Ltd.,
Basingstoke, UK) supplemented with
haemin (5mg/l) and menadione (1mg/l).
Samples were also plated onto trypticase
soy serum–bacitracin–vancomycin
plates (TSBV, Slots 1982) or on Den-
taid-1 plates (Alsina et al. 2001) for
selective isolation of Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Blood agar
plates were incubated for up to 14
days at 371C in 80% N2, 10% CO2 and
10% H2. TSBV and Dentaid-1 plates
were incubated in air plus 5% CO2 at
371C for 5 days.
The periodontal pathogens Porphyro-
monas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum andMicromo-
nas micros were identified using
standard anaerobic techniques (van Win-
kelhoff et al. 1985, Winkel et al. 1997).
A. actinomycetemcomitans was identi-
fied on the basis of its characteristic
colony morphology (star-like inner
structure), on the basis of a positive
catalase reaction with 3% hydrogen per-
oxide and on a set of specific enzymes
(APIZYM, BioMerieux, Boxtel, the
Netherlands). Pure isolates were kept
on plates, or were preserved at ! 701C,
until used for MIC determinations.
Susceptibility testing
The minimal inhibitory concentrations
for penicillin, amoxicillin, amoxicillin
plus clavunalate, tetracycline, clindamy-
cin, ciprofloxacin, metronidazole and
azithromycin were determined using the
E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden)
(Citron et al. 1991, Nachnani et al.
1992). Bacterial strains were grown on
blood agar plates (Oxoid no. 2, Basing-
stoke, UK) supplemented with 5% sheep
894 van Winkelhoff et al.
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blood, haemin (5mg/l) and menadione
(1mg/l) for 5 days. Then, test organisms
were suspended in sterile phosphate-
buffered saline equivalent to a 0.5
McFarland standard and streaked con-
fluently over the surface of 150mm
diameter supplemented blood agar
plates. In order to avoid drug interac-
tions, only two strips were placed per
plate. Plates were incubated in 80% N2,
10% CO2 and 10% H2 for 3 days.
Inhibition zones were measured accord-
ing to the recommendations of the man-
ufacturer. All strains were tested in
duplicate in two separate experiments.
Bacteroides fragilis (ATCC 25285) was
used as a reference strain for suscept-
ibility testing.
Data analyses
The concentrations to which 50% and
90% of the strains were susceptible were
defined as MIC50 and MIC90, respec-
tively. Results from each strain and
each antibiotic were expressed in mg/
ml, and were grouped by country. Quan-
titative results were compared using the
Wilcoxon test.
Qualitative results were obtained by
comparing each strain with a pre-defi-
ned breakpoint. When the value was
lower, a strain was considered suscep-
tible. Conversely, it was considered re-
sistant if it was equal to or higher than
the breakpoint. The pre-defined break-
points were as follows: penicillin G,
0.5 mg/ml; amoxicillin, 3mg/ml; amoxi-
cillin plus clavulanate, 3.010.5mg/ml;
metronidazole, 8 mg/ml; tetracycline,
8 mg/ml; ciprofloxacin, 4 mg/ml; clinda-
mycin, 4mg/ml; and azithromycin, 2mg/
ml. The percentage of resistant strains
was calculated for each pathogen and
antimicrobial drug, and then compari-
sons were made between countries using
the w2 test.
Results
The MIC values of the reference B.
fragilis strain were all in the expected
range.
Comparison of quantitative results
Table 1 summarizes the MIC50 and
MIC90 values of five periodontal patho-
gens isolated from Spain and the Neth-
erlands against a selected group of
antibiotics. Penicillin G demonstrated
significantly higher MIC values in Span-
ish isolates for F. nucleatum (p5 0.002)
and P. intermedia (p5 0.011). The MIC
values of amoxicillin were higher in
Spanish isolates for P. intermedia
(p5 0.002) and M. micros (p5 0.012)
strains. The MIC values for clindamycin
of M. micros were higher for Dutch
isolates (po0.001). The MIC values
for tetracycline were higher in Spanish
isolates for P. intermedia (p5 0.003),
M. micros (p5 0.029) and P. gingivalis
(po0.001) strains. Significantly higher
MIC values were observed for cipro-
floxacin in Dutch isolates for F. nucle-
atum (p5 0.035), and in Spanish
isolates for P. gingivalis (p5 0.002).
Azithromycin demonstrated signifi-
cantly higher MIC values in Spanish
isolates for M. micros (p5 0.005). No
significant differences were detected
for metronidazole and amoxicillin plus
clavulanate.
Percentage of resistant strains
Table 2 shows the total number of
strains, the number of susceptible strains
and the percentage of resistant strains. A
significantly higher number of F. nucle-
atum strains from Spain showed resis-
tance for penicillin G (p5 0.038),
amoxicillin (p5 0.038) and metronida-
zole (p5 0.043). The percentage of
P. intermedia strains resistant to tetra-
cycline (p5 0.038) and amoxicillin
(p5 0.012) was higher in Spain. Some
M. micros strains demonstrated resis-
tance to azithromycin (three Dutch and
two Spanish strains), and one Spanish
strain was resistant to metronidazole.
A. actinomycetemcomitans showed a
high level of resistance to penicillin G,
clindamycin and metronidazole in at
least 20% of Dutch and Spanish strains.
In addition, one Spanish strain was
resistant to ciprofloxacin and amoxicil-
lin1clavulanate, and three strains were
resistant to azithromycin. Statistically
significant differences between coun-
tries were detected for amoxicillin (p5
0.013) and azithromycin (p5 0.009).
P. gingivalis strains from both countries
were susceptible to all antibiotics tested.
Discussion
In a previous study, we demonstrated
that bacterial resistance in subgingival
plaque samples taken from adult perio-
dontitis patients against a number of
common antibiotics was higher in Spain
than in the Netherlands (van Winkelhoff
et al. 2000). In that study, whole sub-
gingival plaque samples were plated on
antibiotic-containing blood agar plates
and the level of resistance was
expressed as the percentage of the
microflora growing on plates containing
antibiotics in concentrations above the
breakpoint concentration of a given
antimicrobial agent. A higher level of
resistance in Spain was found for peni-
cillin, amoxicillin, metronidazole, clin-
damycin and tetracycline. In the present
study, selected periodontal bacterial
species were isolated from subgingival
plaque samples from adult patients with
destructive periodontal disease and sub-
jected to minimal inhibitory concentra-
tion tests. For this objective, strains of
A. actinomycetemcomitans, P. gingiva-
lis, P. intermedia, M. micros and F.
nucleatum were selected.
We used the E-test, as this technique
has shown to be reliable in the determi-
nation of MIC values of anaerobic bac-
teria (Citron et al. 1991, Nachnani et al.
1992). The results from the present
study confirm our previous observations
that several Spanish bacterial species
isolated from periodontal lesions
demonstrated higher MIC values when
compared with Dutch isolates. Differ-
ences were observed for the b-lactam
antibiotics, such as penicillin and amox-
icillin, against P. intermedia, F. nucle-
atum and A. actinomycetemcomitans
strains. Production of b-lactamase has
been reported in the subgingival micro-
flora from periodontitis patients (van
Winkelhoff et al. 1997) and this produc-
tion was found more frequently in Span-
ish patients when compared with Dutch
patients (Herrera et al. 2000). This was
corroborated in this study by show-
ing that protected amoxicillin (with
clavulanic acid) showed a significant
improvement of the MIC90 values in
comparison with unprotected amoxicil-
lin. For tetracycline, the MIC90 values
were higher for all species isolated from
Spanish samples. Metronidazole is
active against a wide range of anaerobic
bacterial species. As the subgingival
microflora in periodontitis is dominated
by strict anaerobic species, it is a com-
mon antibiotic in the treatment of severe
periodontitis and it is often the first drug
of choice. The majority of test species
showed good susceptibility towards this
drug, with the exception of A. actino-
mycetemcomitans, which is not a
strict anaerobic species. However, it is
known that the hydroxy metabolite of
metronidazole is three to four times
more active against A. actinomycetem-
comitans (Pavicˇic´ et al. 1992) and that it
Antimicrobial profiles of periodontal pathogens 895
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acts synergistically with amoxicillin
against this pathogen (Pavicˇic´ et al.
1991). For this reason, metronidazole
in combination with amoxicillin has
been shown to be effective in the treat-
ment of A. actinomycetemcomitans-
associated periodontal disease (van
Winkelhoff et al. 1989, Berglundh et
al. 1998, Winkel et al. 2001). However,
the MIC90 value of 4256mg/ml of the
Spanish A. actinomycetemcomitans may
indicate that the clinical efficacy of this
combination therapy may not be identi-
cal in Spain as it is in other European
countries.
The higher MIC values among Span-
ish bacterial isolates and the higher
percentage of resistant periodontal bac-
terial strains is most likely because of the
higher antibiotic consumption (Baquero
1996, Cars et al. 2001) and poor com-
pliance to the medication (Pradier et al.
1997) in Spain. This study provides
evidence that supports the view that
standard guidelines for antimicrobial
use in the treatment of periodontal infec-
tions should not be recommended, as
major differences in the antimicrobial
profile of major periodontal pathogens
were found when studied in two Eur-
opean countries. Antimicrobial suscept-
ibility testing may therefore be needed as
an integrated step in the microbial diag-
nosis of severe periodontitis patients.
Moreover, further studies are needed in
other countries of the European Union to
investigate these geographical variations
in the antimicrobial drug resistance of
the periodontal microflora.
Table 1. The mean MIC50 (mg/ml) and MIC90 (mg/ml) of five periodontal pathogens isolated from periodontitis patients from SP and NL towards
selected antibiotics
Penicillin Amoxicillin Amoxicillin1clavunalate Tetracycline
SP NL SP NL SP NL SP NL
A. actinomycetemcomitans
Range 0.094–256 0.047–1.5 0.064–32 0.032–0.75 0.094–6 0.02–0.75 0.001–2 0.015–0.55
MIC50 0.5 0.5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.064 0.125
MIC90 1 1 32 0.38 1.5 0.5 0.38 0.19
P. gingivalis
Range o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 0.25–1n 0.015–0.32
MIN50 o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 0.75 0.015
MIC90 o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 o0.016 0.5 0.023
P. intermedia
Range 0.015–56n 0.001–33 0.015–56n 0.015–5 0.015–0.5 0.015–0.05 0.015–8n 0.015–3
MIC50 0.015 0.015 0.25 0.015 0.015 0.015 1.5 0.032
MIC90 24 5 256 1.5 0.25 0.032 8 2
F. nucleatum
Range 0.015–56n 0.001–0.064 0.015–256 0.05–0.094 0.015–0.25 0.015–0.064 0.015–0.47 0.015–1
MIC50 0.015 0.008 0.015 0.015 0.015 0.015 0.032 0.04
MIC90 1 0.015 256 0.023 0.125 0.023 0.064 0.5
M. micros
Range o0.016 o0.016 0.015–0.75n 0.015–0.125 o0.016 0.015–0.125 0.015–0.75n 0.015–0.047
MIC50 o0.016 o0.016 0.015 0.015 o0.016 0.015 0.015 0.023
MIC90 o0.016 o0.016 0.015 0.047 o0.016 0.032 0.25 0.032
Clindamycin Ciprofloxacin Metronidazole Azithromycin
SP NL SP NL SP NL SP NL
A. actinomycetemcomitans
Range 0.016–256 0.04–5 0.001–32 0.001–0.094 05–256 0.125–256 0.19–256 0.047–1
MIC50 1.5 1.5 0.001 0.003 48 1 1 0.38
MIC90 8 4 2 0.008 256 64 3 0.875
P. gingivalis
Range o0.016 o0.016 0.15–0.75n 0.001–2 o0.016 o0.016 o0.016 0.015–1.5
MIN50 o0.016 o0.016 0.25 0.125 o0.016 o0.016 o0.016 0.25
MIC90 o0.016 o0.016 0.75 0.38 o0.016 o0.016 o0.016 0.5
P. intermedia
Range 0.015–256 o0.016 0.001–0.64 0.047–0.58 0.015–0.19 0.015–0.047 0.015–256 0.015–0.94
MIC50 0.015 o0.016 0.19 0.19 0.015 0.015 0.094 0.064
MIC90 0.015 o0.016 0.38 0.38 0.125 0.032 1.5 0.38
F. nucleatum
Range 0.015–256 0.015–0.575 0.001–1 0.25–4n 0.015–256 0.015–0.023 0.094–256 0.047–8
MIC50 0.015 0.015 0.5 1 0.015 0.015 0.25 0.23
MIC90 0.75 0.047 1 1.5 256 0.016 1.5 2
M. micros
Range 0.015–0.64 0.015–0.5n 0.001–0.94 0.094–0.5 0.015–256 0.015–0.25 0.19–256n 0.015–256
MIC50 0.015 0.22 0.125 0.16 0.015 0.015 0.5 1
MIC90 0.094 0.38 0.38 0.38 0.015 0.125 1 2
nStatistically significant higher value (po0.05, Wilcoxon’s test).
SP, Spain; NL, the Netherlands.
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Clinical Relevance
Scientific rationale for the study:
Antibiotic resistance among human
pathogens is higher in Southern
European countries and is related
to a high intake of these drugs. We
studied antibiotic resistance among
periodontal pathogens isolated in
the Netherlands and Spain.
Principal findings: Periodontal
pathogens from Spain showed high-
er minimal inhibitory concentrations
for multiple antibiotics in compar-
ison with Dutch isolates. The per-
centage of resistant periodontal
strains was significantly higher for
most species tested in Spain.
Practical implications: The find-
ings of this study indicate that a
uniform adjunctive systemic antimi-
crobial therapy to treat severe perio-
dontitis may not be possible and
antimicrobial susceptibility testing
may be necessary for a predictable
treatment outcome.
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 Artículo 2: Herrera  D,  Contreras  A,  Gamonal  J,  Oteo  A,  Jaramillo  A,  Silva  N,  Sanz  M, Botero  JE,  León  R.  (2008)  Subgingival  microbial  profiles  in  chronic periodontitis  patients  from  Chile,  Colombia  and  Spain.  J  Clin  Periodontol; 35:106‐113. El objetivo del estudio  fue analizar  la microbiota  subgingival de pacientes periodontales  de  poblaciones  distantes  como  Chile,  Colombia  y  España, empleando métodos clínicos y microbiológicos idénticos. Material  y  métodos:  Se  realizó  un  estudio  multicéntrico  en  el  que  se analizaron  114  pacientes.  Los  pacientes  se  exploraron  utilizando  un  protocolo  clínico  idéntico  así  como  una  muestra  subgingival  de  cada paciente. Las muestras fueron procesadas en tres laboratorios por medio de cultivo bajo los mismos protocolos clínicos y microbiológicos. Se calcularon los recuentos bacterianos totales, así como la frecuencia de detección y las proporciones  en flora de nueve patógenos periodontales.  Resultados:  La  población  de  pacientes  colombianos  demostró  tener  una afectación periodontal más severa que    los pacientes chilenos y españoles, con profundidades de sondaje medias significativamente mayores, por otro lado,  tuvieron un menor  porcentaje  de  pacientes  fumadores.  Al  comparar las  muestras  de  las  tres  poblaciones,  los  recuentos  totales  eran significativamente  mayores  en  los  pacientes  colombianos.  El    número  de patógenos  difería  entre  los  grupos.  Se  encontró  más  frecuentemente 
Tannerella forsythia en las muestras de los pacientes chilenos, mientras que la  frecuencia  de  Pavimonas  micra  y  bacterias  entéricas  difería significativamente entre los tres grupos. 
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Subgingival microbial profiles in
chronicperiodontitispatients from
Chile, Colombia and Spain
Herrera D, Contreras A, Gamonal J, Oteo A, Jaramillo A, Silva N, Sanz M, Botero JE,
Leo´n R. Subgingival microbial profiles in chronic periodontitis patients from Chile,
Colombia and Spain. J Clin Periodontol 2008; 35: 106–113. doi: 10.1111/j.1600-
051X.2007.01170.x.
Abstract
Aim: To investigate the subgingival microbiota of distinct periodontitis patient
populations, in Chile, Colombia and Spain, using identical clinical and bacteriological
methods.
Material and Methods: In this multicentre study, 114 chronic periodontitis patients
were selected. Patients were examined using an identical clinical protocol and pooled
subgingival samples were obtained from each patient. Samples were processed in the
three laboratories by means of culturing under identical clinical and microbiological
protocols. Total anaerobic counts and frequency of detection and proportions of nine
periodontal pathogens were calculated. Variables were analysed by means of ANOVA,
w2, Kruskal–Wallis and Dunn’s multiple comparison tests.
Results: The Colombian population demonstrated greater severity of periodontitis,
with significantly deeper mean probing pocket depth, and had a significantly lower
percentage of current smokers. When comparing samples from the three patient
populations, the total counts were significantly higher in the Colombian patients. The
numbers of putative pathogens differed among groups. Tannerella forsythia was found
less frequently in Chilean samples, while Parvimonas micra and enteric rods differed
significantly among the three population groups.
Conclusion: Significant differences among Chile, Colombia and Spain existed
regarding the frequency and proportions of specific periodontal pathogens in the
subgingival microbiota of periodontitis patients.
Key words: Chile; Colombia; periodontitis;
Spain; subgingival microbiota
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Periodontal diseases are widely distrib-
uted in the world and represent a major
oral health problem both in developed
and in developing countries. The role
of subgingival microbial species in
the etiology of periodontal disease
has been extensively documented
(Socransky & Haffajee 1994, Curtis
et al. 2005, van Winkelhoff & Boutaga
2005). The current body of knowledge
indicates that specific microorga-
nisms, including Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromo-
nas gingivalis, Treponema denticola
and Tannerella forsythia, occur more
frequently and/or in higher numbers of
organisms in periodontitis sites and sub-
jects, whereas other bacterial species,
such as members of the genera Strepto-
coccus and Actinomyces, have been
associated with periodontal health
(Haffajee & Socransky 1994, Haffajee
et al. 1998).
Knowledge on the microbial risk fac-
tors associated with periodontal disease
in various populations is limited. Most
of the knowledge available on the
microbial composition of subgingival
plaque is based on studies from the
United States, Western Europe and
Japan, in where preventive and thera-
peutic oral care programmes are avail-
able to significant proportions of the
population. Thus, only limited data are
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available on the subgingival microbial
composition of periodontitis subjects in
developing countries (Gjermo et al.
2002), and few studies have compared
the microbial differences among coun-
tries (Ali et al. 1994, Sanz et al. 2000,
Haffajee et al. 2004, Lopez et al. 2004)
and seldom have investigators using the
same technology and previously calibrated
methods to compare the microbial compo-
sition among different populations. The
relative contribution of different bacterial
species may vary in geographically or
racially different groups. Compiling data
from various populations by different
researchers will confirm common risk
factors or uncover risk factors unique to
a specific group in the population. These
differences may have an impact on the
diagnosis, prognosis and treatment of
periodontal disease.
Different studies using both cultural
and molecular bacterial detection tech-
niques have tried to associate the pre-
sence of different putative pathogens
with gingivitis and periodontitis,
demonstrating a wide variety of results
in different populations from different
geographical origins (Sanz et al. 2000,
2004). These studies have concluded
that the prevalence of specific perio-
dontal pathogens varies between indivi-
duals from the same environment and
among different ethnicities and/or coun-
tries (Umeda et al. 1998, Haffajee et al.
2004). Such findings raise the concern
that results from studies reporting the
efficacy of different protocols of perio-
dontal treatment in a given population
may not be directly extrapolated to
subjects in other locations.
Some studies have revealed differ-
ences in microbial profiles when com-
paring different ethnic groups. Using
16S rRNA-based polymerase chain
reaction (PCR), Umeda et al. (1998)
demonstrated that Hispanics and Asians
living in Los Angeles (USA) harboured
higher proportions of P. gingivalis
and A. actinomycetemcomitans than
Caucasians. Michalowicz et al. (2000),
using the same PCR technology, demon-
strated that Jamaicans with localized
aggressive periodontitis (formerly loca-
lized juvenile periodontitis) had a higher
prevalence of P. gingivalis and Cyto-
megalovirus, rather than A. actinomyce-
temcomitans, the aetiologic agent in
most forms of localized aggressive
periodontitis in subject groups studied
in the United States, Finland and Africa.
Other studies have revealed country-
specific differences in subgingival
microbial composition. Sanz et al.
(2000), using cultural methods, com-
pared the microbial composition of sub-
gingival plaque samples from Dutch
and Spanish periodontitis patients. The
results showed that A. actinomycetem-
comitans and Parvimonas micra (for-
merly Micromonas micros) were more
prevalent in the Dutch patients (23.3%
versus 2.3%; 96.7% versus 74.2%),
while P. gingivalis was more prevalent
in the Spanish subjects (64.5% versus.
36.7%). In another study from the same
research group, Herrera et al. (2000)
demonstrated an increase in b-lacta-
mase-producing bacteria among bacter-
ial isolates from the Spanish group.
Using the checkerboard DNA–DNA
hybridization technique, Lopez et al.
(2004) compared the microbial compo-
sition of subgingival plaque samples
between Chilean subjects and subjects
from the USA with chronic perio-
dontitis. Their results indicated that
Chilean subjects harboured significantly
higher proportions of A. actinomycetem-
comitans, P. gingivalis, T. denticola and
T. forsythia. Haffajee et al. (2004) eval-
uated the subgingival microbiota of
300 chronic periodontitis subjects from
Sweden, the United States, Chile and
Brazil using the checkerboard technique.
Brazilians harboured significantly higher
proportions of Actinomyces naeslundi
genospecies 1 and 2, Streptococcus
intermedius, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus gordonii, Streptococcus
constellatus, Eubacterium nodatum and
T. denticola than the other study popula-
tions. Compared with Brazilians and
Chileans, the United States and Swedish
populations presented significantly
lower proportions of T. denticola and
P. gingivalis.
Enteric rods and pseudomonads are
opportunistic organisms that can be
detected in the subgingival environment
of periodontitis subjects. Their preva-
lence varies around the world and they
are resistant to the majority of adjunc-
tive therapeutic agents (antibiotics) used
to treat periodontitis (Slots et al.
1990a, b, Ali et al. 1994, Barbosa et al.
2001, Botero et al. 2007a, b, Lafaurie
et al. 2007). Geographical differences in
the distribution of these microbes could
impact periodontal treatment protocols.
Although it has become apparent that
there are substantial differences in the
composition of the subgingival micro-
biota in subjects from various geogra-
phical locations, there is a need for a
global understanding of the bacterial
composition in different periodontal
infections, which may enable the estab-
lishment of specific preventive and
therapeutic strategies.
The objective of this study, therefore,
was to investigate the subgingival
microbiota of defined periodontitis
patient populations in Chile, Colombia
and Spain, using identical bacteriological
methods.
Material and Methods
Patients diagnosed with chronic perio-
dontitis at the dental clinics in the Uni-
versity Complutense of Madrid (Spain),
University of El Valle (Cali, Colombia)
and University of Chile (Santiago,
Chile) were invited to participate in the
study and were recruited into this multi-
centre investigation if they fulfilled the
inclusion criteria and manifested their
voluntary participation by signing an
Institutional Review Board (IRB)
approved informed consent. The IRB
of each University had also approved
the protocol and study design of the
study.
Selection of patients
An initial screening visit was performed
to assess whether the patients fulfilled
the following inclusion criteria: indivi-
duals aged 25 years and older; with at
least 12 teeth present; excluding third
molars; that had no previous periodontal
treatment; and were free of systemic
diseases such as diabetes, arthritis,
ulcerative colitis, Crohn’s disease, HIV
infection, cancer and heart disease.
Pregnant women were also excluded
from participating in the study, in addi-
tion to subjects who, in the previous
month, had taken antibiotics and/or anti-
inflammatory drugs.
Chronic periodontitis was defined
according to the American Academy of
Periodontology consensus report on the
Classification of Periodontal Diseases
(Armitage 1999). A full-mouth clinical
examination was performed in each
patient using a manual probe (UNC 15,
Hu Friedy, Chicago, IL, USA) and the
following parameters were recorded at
six sites per tooth: probing depth (PD in
mm), clinical attachment loss (CAL
in mm), bleeding on probing (BOP in
percentage of sites) and plaque index
(PlI in percentage of sites). Patients
were selected if they presented four or
more sites with a PD of 5mm or higher
Geographic microbiological differences in periodontitis 107
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and an attachment loss of 2mm or high-
er (Offenbacher et al. 2001). Patients
with initial periodontitis were not
included in the study.
Selection of sampling sites
Four sites were selected in each quad-
rant based on the patient’s clinical and
radiographic periodontal records. Sites
presenting PD45mm, CAL45mm
and BOP were selected (Lang et al.
1990, Mombelli et al. 1991a, b). The
selection of sites was made based on
the data recorded during the screening
visit. No further evaluation of the
selected sites was performed before
subgingival sampling.
Microbiological sampling
At selected sites, supragingival plaque
was carefully removed to avoid bleeding
using sterile gauze and/or curettes.
Then, these sites were dried with sterile
cotton rolls and gentle air drying. Two
consecutive sterile paper points (med-
ium size, Maillefer, Ballaigues, Switzer-
land) were inserted as deep as possible
into the pocket, and left in place for 15 s.
The paper points were transferred to a
vial containing 1.5ml of reduced trans-
port fluid (Syed & Loesche 1972), and
pooled with all the other paper points.
The vial was sent to the laboratory and
processed within 24 h.
At the laboratory, the vials were
vortexed (30 s), serially diluted and pla-
ted in two different media: blood agar
medium (No. 2 of Oxoid; Oxoid Ltd,
Basingstoke, UK), with 5% horse blood,
and haemin (5mg/l) and menadione
(1mg/l) and Dentaid-1 medium (Alsina
et al. 2001). The blood agar plates were
studied after 7 and 14 days of anaerobic
incubation (80% N2; 10% H2; 10% CO2
at 371C), and the Dentaid-1 plates
after 3–5 days of 371C incubation in
air with 5% CO2. Plates were carefully
examined for the identification of
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis,
Prevotella intermedia/nigrescens,
T. forsythia, P. micra, Capnocytophaga
spp., Eikenella corrodens and Fusobac-
terium spp., based on the morphology of
the colony and using different standard
biochemical tests to confirm the initial
identification (RAPID ANA II). Other
relevant colonies (those representing an
important proportion of the flora) were
also isolated for further characterization.
Colonies of each bacterial species were
counted, as was the total number
of colonies in a representative plate
(between 30 and 300 colonies). Counts
of A. actinomycetemcomitans were per-
formed on Dentaid-1 plates, based on its
typical colony morphology, a catalase
reaction and a set of specific enzymes.
Additionally, any colony growing on
Dentaid-1 medium, suspected of being
an enteric rod, was isolated. Dentaid-1
medium, as a TSBV medium (Slots
1982), has demonstrated excellent re-
covery of Enterobacteriaceae and
Pseudomonadaceae species. Suspect non-
oral, Gram-negative, facultatively anae-
robic rods (Slots et al. 1990b) were
subcultured on McConkey agar, purified
and classified using a commercial iden-
tification kit system (API 20 E, Baxter
Healthcare, West Sacramento, CA,
USA). The panels and bacterial inoculae
were prepared following the recommen-
dations of the manufacturer, and incu-
bated for 18–24 h at 351C in a non-CO2
incubator. Bacterial speciation, based on
34 taxonomic test reactions, was per-
formed using the software provided by
the manufacturer.
The laboratory technicians at the
three study centres had been previously
trained and calibrated in the use of the
same bacterial culture technology and
followed an identical microbiological
methodology.
Statistical analysis
Age was compared among groups using
ANOVA, while the w2 test was used for
gender and smoking. PPD and CAL
were averaged by patient and group,
and the percentage of sites with plaque
and BOP were calculated first by patient
and then by group. Differences among
population groups were determined
using the Kruskal–Wallis test and the
post-hoc test selected was Dunn multi-
ple comparison test. Total anaerobic
counts were log transformed and com-
pared following the same procedures as
those applied to the clinical variables.
The frequency of detection of different
bacterial pathogens was compared by
the w2 test. The proportions of bacterial
pathogens in positive samples were
compared as described for the clinical
variables. Statistical significance was
assumed when P40.05.
Results
Demographics of the selected
populations (Table 1)
The sample population of moderate to
severe chronic periodontitis patients
included 41 patients in Cali (Colombia),
37 patients in Santiago (Chile) and
36 patients in Madrid (Spain). No statis-
tically significant differences for age and
gender were observed among the groups.
The percentage of smokers was signifi-
cantly lower in the Colombian popula-
tion (7.3%), when compared with the
Chileans (29.7%, p5 0.01) and the Span-
ish subjects (36.4%, p5 0.004).
Clinical data at sampled sites (Table 2)
The mean PD (mm) of the sampled
sites was significantly deeper in the
Table 1. Demographics of the selected populations
Chile Colombia Spain Statistics
n 37 41 36
Age
Mean 44.6 41.5 44.9 One-way ANOVA
Standard deviation 8.1 10.6 11.7 p5 0.3731
Maximum 60 64 67
Minimum 31 25 26
Gender
Female 25 25 20 w2
Male 12 16 16 NS
% Female 67.6 61.0 55.6
% Male 32.4 39.0 44.4
Smoking
Non-smokers 26 37 21 w2
Smokers 11 3 12 Spain–Chile, NS
Former smokers 0 1 3 Spain–Colombia, p5 0.004
% Non-smokers 70.3 90.2 63.6 Colombia–Chile, p5 0.01
% Smokers 29.7 7.3 36.4
% Former 0.0 2.4 9.1
NS, not statistically significant ( p40.05).
108 Herrera et al.
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Colombian sample, when compared
with the Chilean and Spanish patients.
Similar results were found for the CAL
data.
The proportion of sites with BOP was
significantly lower in the Chilean when
compared with Colombian and Spanish
patients. Conversely, the presence of
plaque was significantly higher in Chi-
leans when compared with patients from
the other two countries.
Total anaerobic counts (Table 3)
Total counts, expressed as log of col-
ony-forming units per ml, were signifi-
cantly different when comparing the
groups, showing a higher amount of
colonies in the Colombian when com-
pared with the Chilean and Spanish
samples. Colombian patients not only
harboured more bacterial cells but also
showed a narrower range of variability.
Conversely, Chilean samples harboured
less bacterial cells and showed a wider
range of variability.
Frequency of detection of different
bacterial species (Table 4)
The frequency of detection of A. acti-
nomycetemcomitans was less than 20%
in all groups, and no significant differ-
ences were detected among the groups.
Conversely, the prevalence of P. gingi-
valis was higher than 65% in all groups,
also without significant differences
among the three groups.
P. intermedia/nigrescens varied among
groups, with a low frequency of
detection in the Chilean population,
a high frequency in Colombia and
almost 100% in the Spanish group.
Differences between groups were statis-
tically significant. T. forsythia demon-
strated a prevalence of 36–39% in Spain
and Colombia, while in Chile it showed
a lower frequency of detection, and
these differences were statistically sig-
nificant when compared with Spain
(p5 0.02), but not with Colombia
(p5 0.05).
Capnocytophaga sp. demonstrated
low prevalences in all groups, and no
differences were detected. Conversely,
the prevalence of Fusobacterium spp.
was high in all groups, reaching 100% in
Spain, which was significantly higher as
compared with the South-American
groups.
P. micra demonstrated important and
significant differences among groups,
with a very low prevalence in Colombia,
intermediate in Chile and high in Spain.
E. corrodens showed relatively low
proportions in all groups, with statisti-
cally significant differences between
subjects from Chile and Spain.
Enteric rods demonstrated important
and significant differences among
groups, with a complete absence in
Spain, intermediate levels in Chile and
a 36% rate of detection in Colombia.
Proportions in positive samples of
different bacterial species (Table 5)
Low proportions of A. actinomycetem-
comitans were detected in all groups,
with the highest proportion detected in
the Chilean subjects, although not sig-
nificantly different. The proportions of
P. gingivalis were significantly different
among groups (po0.001), with a lower
percentage in Colombia when compared
with the other two groups. P. interme-
dia/nigrescens showed higher propor-
tions in Chile, and very similar
percentages in Spain and Colombia.
These differences were not significant.
T. forsythia demonstrated similar pro-
portions in all groups, and no significant
differences were detected. Capnocyto-
phaga sp. represented low proportions
in all groups, but the differences were
statistically significant, due to higher
values in Chile as compared with Spain
(po0.05). The percentages of Fusobac-
terium spp. were significantly different
among groups (p5 0.01), with lower
proportions in Chile, which were statis-
tically significant when compared with
Colombia (p40.05). The proportions of
P. micra were lower in samples from
Spanish and Colombian subjects com-
pared with samples from Chile
(p5 0.01), due to a significantly lower
value in Spanish subjects ( p40.01).
Table 2. Comparison of clinical data at sampled sites: probing pocket depth (PPD), clinical
attachment level (CAL), percentage of sites with bleeding on probing (BOP), percentage of sites
with plaque (PlI)
Chile Colombia Spain Statisticsn
PPD
Mean 5.401 7.963 5.757 K–W, po0.0001
SD 0.489 1.303 0.942 Chile–Colombia, po0.0001
Maximum 6.5 11.5 9.3 Chile–Spain, NS
Minimum 5.0 5.2 4.5 Colombia–Spain, po0.001
CAL
Mean 5.905 8.088 6.458 K–W, po0.0001
SD 0.350 1.679 1.326 Chile–Colombia, po0.0001
Maximum 6.5 12.1 11.5 Chile–Spain, NS
Minimum 5.0 3.1 4.8 Colombia–Spain, po0.001
BOP
Mean 68.92% 100.00% 90.28% K–W, po0.0001
SD 22.36% 0.00% 20.07% Chile–Colombia, po0.001
Maximum 100% 100% 100% Chile–Spain, po0.001
Minimum 0% 100% 25% Colombia–Spain, NS
PlI
Mean 77.03% 59.15% 47.22% K–W, po0.015
SD 21.55% 28.92% 41.31% Chile–Colombia, po0.05
Maximum 100% 100% 100% Chile–Spain, po0.01
Minimum 25% 25% 0% Colombia–Spain, NS
nKruskal–Wallis (K–W) test was selected to compare the three groups. As post-hoc test, Dunn’s
Multiple Comparison test, performed paired comparisons.
NS, not statistically significant ( p40.05); SD, standard deviation.
Table 3. Comparison of log of total anaerobic colony forming unit (per ml)
Chile Colombia Spain Statisticsn
Mean 6.688 8.379 7.351 K–W, po0.0001
SD 1.01 0.26 0.54 Chile–Colombia, po0.001
Maximum 9.6 8.8 8.5 Chile–Spain, NS
Minimum 4.7 7.6 5.9 Colombia–Spain, po0.001
nKruskal–Wallis (K–W) test was selected to compare the three groups. As post-hoc test, Dunn’s
Multiple Comparison test, performed paired comparisons.
NS, not statistically significant ( p40.05); SD, standard deviation.
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The same findings were found for
E. corrodens. Enteric rods were not
found in Spain, and its proportions
were relatively high in both South-
American countries.
Discussion
This study investigated the microbiolo-
gical composition of the subgingival
microbiota in subjects with chronic
periodontitis from three different coun-
tries. Taken together, the results indi-
cated that the subgingival microbiota
from Chile, Colombia and Spain dif-
fered with regard to the frequency of
detection and the proportions of impor-
tant periodontal pathogens, especially
red complex microorganisms, P. gingi-
valis and T. forsythia and enteric rods.
While no differences in terms of demo-
graphic variables were observed among
the groups, the Colombian subjects
showed higher mean PD and CAL
values at sampled sites in comparison
with Chile and Spain (Tables 1 and 2),
indicating a more severe level of perio-
dontal disease. Although other demo-
graphic variables such as economic
status and education level were not
studied, it has been observed that spe-
cific living conditions particular to a
country may account for differences in
the clinical presentation of periodontitis
(Gjermo et al. 2002, Sheiham & Netuveli
2002). In addition, genetic background
may have also been implicated (Loos
et al. 2005). Interestingly, cigarette
smoking was more frequent in Chile
and Spain but was not correlated to
increased periodontal destruction as
compared with Colombia. Differences
in tobacco exposure, host response, oral
hygiene habits, oral health care access
and microbial composition may help
explain these differences in the clinical
expression of periodontitis in the three
locations studied (Mager et al. 2003, Van
der Velden et al. 2003). More detailed
studies addressing the relationship
between periodontitis and environmen-
tal, economic and genetic variables are
needed in South America and Europe.
Most studies on the composition of
the subgingival microbiota in perio-
dontitis patients have been performed
in North American, European and Japa-
nese populations. There are few studies
on the subgingival microbial composition
in Latin Americans (Lopez 2000,
Gajardo et al. 2005, Ximenez-Fyvie
et al. 2006a, b, Botero et al. 2007a, b,
Lafaurie et al. 2007) and even fewer
studies addressing differences between
countries (Sanz et al. 2000, Haffajee et
al. 2004, Lopez et al. 2004). Owing to this,
the study of the subgingival microbiota in
a particular country becomes relevant not
only for understanding its implications in
the pathogenesis of periodontal disease
but also to identify its possible impact on
outcomes after treatment.
The red complex species P. gingiva-
lis, T. forsythia and T. denticola are con-
sidered important a etiological agents in
the pathogenesis of periodontitis
(Haffajee et al. 1998, Umeda et al.
1998, Sanz et al. 2000, Gajardo et al.
2005). In the present study, P. gingivalis
and T. forsythia were detected in high
frequencies in most of the patients. The
prevalence of P. gingivalis was high
(450%) in Colombia, Spain and Chile,
Table 4. Comparison of the frequency of detection of different bacterial species
Frequency of detection p value (w2)
Chile
(%)
Colombia
(%)
Spain
(%)
Spain versus
Chile
Spain versus
Colombia
Chile versus
Colombia
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 19.4 17.1 16.7 NS NS NS
Porphyromonas gingivalis 83.8 65.9 77.8 NS NS NS
Prevotella intermedia 19.4 72.5 97.2 o0.001 0.004 o0.001
Tannerella forsythia 16.2 39.0 36.1 NS NS 0.02
Capnocytophaga spp. 13.5 9.8 16.7 NS NS NS
Fusobacterium spp. 63.9 82.9 100.0 o0.001 0.009 NS
Parvimonas micra 29.7 2.4 61.1 0.007 o0.001 o0.001
Eikenella corrodens 34.3 27.5 11.1 0.008 NS NS
Enteric rods 17.6 36.6 0.0 0.01 o0.001 0.04
NS, not statistically significant ( p40.05).
Table 5. Comparison of the proportions in positive samples of different bacterial species
Mean percentage of flora in
positive sites
Kruskal–Wallis
p value
p-value (Dunn’s multiple comparison)
Chile Colombia Spain Spain versus
Chile
Spain versus
Colombia
Chile versus
Colombia
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 2.86 0.22 0.20 0.1678 NS NS NS
Porphyromonas gingivalis 34.01 5.49 22.21 o0.0001 NS o0.01 o0.001
Prevotella intermedia 15.23 6.71 6.74 0.069 NS NS NS
Tannerella forsythia 6.43 4.39 5.54 0.8997 NS NS NS
Capnocytophaga spp. 4.62 2.00 0.77 0.0155 o0.05 NS NS
Fusobacterium spp. 2.76 5.08 5.31 0.0107 NS NS o0.05
Parvimonas micra 10.83 2.00 2.41 0.0118 o0.01 NS NS
Eikenella corrodens 10.14 1.77 0.83 0.0025 o0.01 NS NS
Enteric rods 14.22 8.10 0.00 NA NS NA NA
NS, not statistically significant (p40.05).
NA, test not possible to be performed.
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while the frequency of T. forsythia was
lower in Chile than in Colombia and
Spain (Table 3). The most frequently
detected microorganisms in Chileans
were P. gingivalis, Fusobacterium spp.,
E. corrodens, P. micra and, with the
same frequency, P. intermedia/nigres-
cens and A. actinomycetemcomitans.
Conversely, the least frequently
detected species were Capnocytophaga
spp. On the other hand, the most pre-
valent bacteria in Colombians were
Fusobacterium spp., P. intermedia/
nigrescens, P. gingivalis, T. forsythia
and Gram-negative enteric rods, and
with less frequency P. micra. In patients
from Spain, Fusobacterium spp.,
P. intermedia/nigrescens, P. gingivalis,
P. micra and T. forsythia were the
most commonly isolated. In contrast,
Gram-negative enteric rods were absent
in Spanish subjects (Tables 3 and 4).
Interestingly, a frequently reported
periodontal pathogen, A. actinomyce-
temcomitans, was detected in low pro-
portions and frequency in the three
populations studied. Recent studies
(Gajardo et al. 2005, Botero et al.
2007a, b, Lafaurie et al. 2007) have
reported that A. actinomycetemcomitans
is not the most prevalent and prominent
organism in aggressive periodontitis and
in chronic periodontitis among Chileans
and Colombians as compared with other
North America populations. The same
was found for chronic periodontitis in a
Spanish population when compared
with a Dutch population (Sanz et al.
2000). Conversely, P. gingivalis in this
study emerged as an important pathogen
in chronic periodontitis, similar to
other studies conducted in Latin
American populations (Michalowicz
et al. 2000, Lopez et al. 2004, Cortelli
et al. 2005, Gajardo et al. 2005,
Ximenez-Fyvie et al. 2006a, b). Subgin-
gival proportions of P. gingivalis were
significantly different in Chilean and
Spanish patients as compared with
Colombians (Table 5). This finding is
consistent with the studies from Brazil
and Chile in subjects with chronic
periodontitis (Lopez et al. 2004, Cortelli
et al. 2005), in which P. gingivalis
was a prevalent organism. Furthermore,
a previous study showed similar results
when Spain was compared with the
Netherlands (Sanz et al. 2000). In
addition, the higher frequency of detec-
tion of P. micra in the populations
with the highest levels of smok-
ing (Chile and Spain) agrees with
previous studies assessing the influence
of smoking on the subgingival micro-
flora (van Winkelhoff et al. 2001).
The association between periodonto-
pathic bacteria and superinfecting bac-
teria has been described previously in
the literature (Slots et al. 1990b),
although its pathogenic implications are
unclear. In this study, Gram-negative
enteric rods were prevalent in Colom-
bians and Chilean subjects; however,
they were absent in Spanish subjects
(Tables 3 and 4). The role of these
microorganisms in the pathogenesis of
periodontitis is still ill defined, although
they are frequently associated as super-
infecting microorganisms, or associated
with antibiotic resistance when antibio-
tics, such as amoxicillin and metronida-
zole, are frequently used in the
treatment of periodontitis (Wroblewska
et al. 2002, Goncalves et al. 2007). In
this study, it is difficult to know whether
their presence is the result of an adapta-
tion of the subgingival biofilm or a
transient infection. However, poor anti-
biotic prescription control is frequent in
Latin-American countries and this fact
may have an influence on antibiotic
resistance and thus on the possible over-
growth of these pathogens in perio-
dontal pockets.
Mechanical debridement of the sub-
gingival biofilm is the standard
treatment of periodontal infections
demonstrating good therapeutic clinical
outcomes in most of the cases. The
adjunctive use of systemic antibiotics
has been usually limited to acute perio-
dontal infections, severe forms of
chronic and aggressive periodontitis
and whenever there is a risk of systemic
complications. Current protocols for
antibiotic prescription in periodontal
therapy are based on published micro-
biological studies from Western and
Asian populations and therefore, the
occurrence of significant differences in
the composition of the subgingival flora
in different geographical or ethnic popu-
lations may increase the risk of devel-
oping antibiotic resistance or even
promoting a subgingival overgrowth of
Gram-negative enteric rods and other
superinfecting microorganisms. These
problems would be avoided if the selec-
tion of antibiotics is based on prior
microbiological diagnosis. The results
of this study support this approach,
because relevant differences in subgin-
gival microbiota have been detected
among populations of different geogra-
phical origin, in spite of having a similar
clinical presentation. For instance,
because of the fact that 18% of Chilean
and 37% of Colombian patients har-
boured Gram-negative enteric rods, the
appropriate antibiotic would likely be
ciprofloxacin in conjunction with me-
chanical therapy (Slots et al. 1990a).
In contrast, the presence of P. gingivalis,
A.actinomycetemcomitansandT. forsythia
would require the use of amoxicillin/
metronidazole. In patients allergic to
penicillin, azithromycin would be the
antibiotic of choice (Gomi et al. 2007).
The presence of specific or a combina-
tion of periodontal and superinfecting
pathogens in high levels should deter-
mine antibiotic selection. We therefore
consider that before systemic antibiotic
administration, it is important to deter-
mine the composition of the subgingival
microbiota.
One concern for the researchers in
this study was the methodology used for
the microbiological analysis. Owing to
this, before the start of the study the
three laboratories agreed on an identical
protocol and standardized and calibrated
their processes in order to ensure the
homogeneity and reproducibility of the
obtained results. Clinical sampling of
subgingival plaque from the selected
patients was also identical following a
standard approach (Casas et al. 2007)
and a specially designed transport and
agar media were used for culturing
periodontal pathogens, also following
current microbiological standards. In
this way, we ensured that any variability
in the composition of the microbiota that
may be the result from microbial pro-
cessing would be the same in all three
laboratories. However, one cannot
rule out completely that the reported
microbial differences might have
resulted from variations in the amounts
of plaque recovered. In addition, the
differences in disease severity (probing
PD) and smoking habits among the
populations, detected in the present
study, could have had an impact on
the microbiological results, because
both factors have been shown to have
an influence on the subgingival micro-
flora, but their particular impact on the
present populations could not be
assessed.
In summary, the results from this
study support the existence of geo-
graphic variations in the subgingival
microbiota in chronic periodontitis
patients that may be linked to geo-
graphic and environmental factors.
These results could impact periodontal
treatment, mainly with regard to the
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selection of adjunctive systemic antibio-
tics in a given population.
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Clinical Relevance
Scientific rationale for the study: The
subgingival profile of periodontal
infections, in different geographical
populations, changes independently
of the patient clinical status, and it
is, therefore, important to carry out
an adequate microbiological diagno-
sis in order to establish a more
effective therapy.
Principal findings: Colombian sub-
jects with chronic periodontitis pre-
sent higher numbers and proportions
of T. forsythia and Gram-negative
enteric rods than Chilean and Span-
ish subjects. In addition, Spanish
subjects showed higher numbers
and proportions of P. intermedia-
nigrescens than Chilean and Colom-
bian subjects.
Practical implications: The micro-
biological profile of chronic perio-
dontitis patients varies markedly
among geographical locations. The
results could impact the choice of
periodontal therapy and the adjunc-
tive antibiotic selection in subjects
living in specific geographic
locations or with different ethnic
backgrounds.
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Artículo 3: Oteo  A,  Herrera  D,  Figuero  E,  O´Connor  A,  González  I,  Sanz  M  (2010) Azithromycin as an adjunt  to  scaling and  root planing  in  the  treatment of 
Porphyromonas  gingivalis  associated  periodontitis:  a  pilot  study.  J  Clin Periodontol;37:1005‐1015. 
 El objetivo de este estudio fue evaluar de forma clínica y microbiológica el efecto de la administración sistémica de azitromicina como coadyuvante al raspado  y  alisado  raducular  (RAR)  en  el  tratamiento  de  periodontitis crónica asociada a Porphyromonas gingivalis. Material y método: Se aleatorizó a veintinueve pacientes portadores de P. 
gingivalis  en  los  grupos  test  y  control.  Los  pacientes  del  grupo  test recibieron RAR más  500mg de  azitromicina  al  día  durante  tres  días  y  los pacientes  del  grupo  control  recibieron  RAR  más  placebo.  Se  analizaron variables clínicas (índices de placa y de sangrado, profundidad de sondaje (PS), nivel de inserción clínica (NIC)) y microbiológicas (análisis de cuatro localizaciones por paciente mediante cultivo) al  inicio, 1, 3 y 6 meses post tratamiento.  Resultados: Quince pacientes en el grupo test y 11 en el placebo finalizaron el estudio. La PS media disminuyó en el grupo placebo 0.34mm (intervalo de confianza (IC) del 95% 0.19‐0.49) y 0.80mm (IC 0.57‐1.04) en el grupo test a los 6 meses. La ganancia de inserción clínica media fue de 0.29 (IC 08‐0.49) y 0.76 (IC 0.46‐1.05) respectivamente. La frecuencia de detección de P. 
gingivalis disminuyó significativamente en el grupo test a los 1, 3 y 6 meses. Conclusiones:  Dentro  de  las  limitaciones  de  este  estudio,  el  uso coadyuvante  de  azitromicina  sistémica  en  el  tratamiento  de  periodontitis crónica  asociada  a  P.  gingivalis  ha  demostrado  beneficios  significativos tanto clínicos como microbiológicos al compararlo con RAR más placebo. 
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Azithromycin as an adjunct to
scaling and root planing in the
treatment of Porphyromonas
gingivalis-associated
periodontitis: a pilot study
Oteo A, Herrera D, Figuero E, O’Connor A, Gonza´lez I, Sanz M. Azithromycin as an
adjunct to scaling and root planing in the treatment of Porphyromonas gingivalis-
associated periodontitis: a pilot study. J Clin Peridontol 2010; 37: 1005–1015.
doi: 10.1111/j.1600-051X.2010.01607.x.
Abstract
Objective: To evaluate the clinical and microbiological effects of systemic
azithromycin as an adjunct to scaling and root planing (SRP) in the treatment of
Porphyromonas gingivalis-associated chronic periodontitis.
Methods: Twenty-nine patients harbouring P. gingivalis were randomized into test
and placebo groups. Test patients received SRP plus 500mg of azithromycin per day
(3 days), and control patients received SRP plus placebo. Clinical [plaque and bleeding
indexes, probing pocket depth (PPD), clinical attachment level (CAL)] and
microbiological data (four-sites pooled samples, processed by culture) were collected
at baseline, and 1, 3 and 6 months, post-therapy. Clinical variables were compared by
ANOVA, and microbiological variables by chi-square, signed-rank and Wilcoxon tests.
Results: Fifteen test and 11 placebo patients completed the study. Mean PPD
decreased 0.34mm [95% confidence interval (CI) 0.19–0.49] in the placebo and
0.80mm (CI 0.57–1.04) in the test group after 6 months. For mean CAL gain, the
correspondent figures were 0.29 (CI 0.08–0.49) and 0.76 (CI 0.46–1.05), respectively.
The frequency of detection of P. gingivalis decreased significantly (p40.01) in the test
group after 1, 3 and 6 months.
Conclusions: Within the limitations of this study, the adjunctive use of systemic
azithromycin in the treatment of P. gingivalis periodontitis demonstrated significant
clinical and microbiological benefits when compared with SRP plus placebo.
Key words: azithromycin; periodontitis;
P. gingivalis; microbiology; scaling and root
planing
Accepted for publication 24 June 2010
Chronic periodontitis is defined as an
inflammatory disease of the tooth-sup-
porting tissues caused by specific micro-
organisms residing in the subgingival
biofilm. This chronic inflammation
causes progressive destruction of the
periodontal ligament and alveolar bone
resulting in pocket formation, gingival
recession or both (Armitage 1999). The
aetiology of periodontitis is multi-factor-
ial, but it is an infection and bacterial
species are the primary aetiologic
agents. Among the bacterial species pre-
sent in the subgingival biofilm, only a
limited number has been clearly asso-
ciated with the disease (Socransky &
Haffajee 1997). In this group, Aggrega-
tibacter actinomycetemcomitans and
Porphyromonas gingivalis are known
as the most relevant species, due to their
strong association with periodontal
pathology and their pathogenic potential.
Periodontal diseases can be treated
successfully by mechanical therapy.
However, in certain diseases and
patients, the clinical outcome may be
impaired by the presence and persistence
of defined periodontal pathogens. The
elimination of these pathogens during
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the treatment will enhance the clinical
response and minimize the risk of future
attachment loss (Winkel et al. 1997).
However, research has shown that the
elimination of these bacterial species is
not predictable after mechanical perio-
dontal therapy (Renvert et al. 1990a, b,
Winkel et al. 1997). The adjunctive use
of systemic anti-microbials has been
shown to add relevant benefits (van
Winkelhoff et al. 1996, Herrera et al.
2002, Haffajee et al. 2003) in certain
patients and conditions, such as aggres-
sive or active forms of periodontitis,
severe diseases or diseases associated
with specific microbiological profiles
(Lindhe & Palmer 2002). Among these
specific microbiological profiles, it has
been reported that A. actinomycetemco-
mitans can be predictably eradicated with
the adjunctive administration of amoxicil-
lin plus metronidazole (Pavicic & van
Winkelhoff 1994). However, A. actino-
mycetemcomitans-associated periodontitis
is not frequent, and this bacterial species
is only frequently found in aggressive
periodontitis. Conversely, P. gingivalis is
more prevalent, especially in chronic
periodontitis, and it has also been found
more frequently in certain geographical
locations, such as in Spain, when com-
pared with other European (Sanz et al.
2000) or American (Herrera et al. 2008b)
countries. For P. gingivalis-positive
patients, the eradication of the pathogen
may be a microbiological goal of the
periodontal therapy, and the administra-
tion of systemic anti-microbial therapy
could help to achieve this goal. Among
the different anti-microbials available,
metronidazole may be a reasonable
choice, due to its anti-microbial spectrum.
However, metronidazole may have a
demanding dosage regime, which may
require (when used in the treatment of
periodontitis) between 200 and 500mg,
two to four times per day, during 5–14
days (Herrera et al. 2002), and the lack of
compliance of some patients may be asso-
ciated with poorer outcomes (Loesche
et al. 1993). In addition, adverse effects,
including the interference with alcoholic
drinks, may make difficult for some
patients the use of this drug (Sharma
et al. 2009).
To overcome some of the described
limitations of metronidazole, azithromy-
cin may be a good alternative. It is a
macrolide antibiotic with a very simple
dosage regime (administration once a
day, 500mg, during 3 consecutive
days) and limited side effects. This short
dosage regime improves patient compli-
ance. Azithromycin has a wide anti-
microbial spectrum with in vitro activity
against aerobic and anaerobic gram-
negative microorganism (Retsema
et al. 1987, Willians et al. 1992, Muller
et al. 2002) and a long half-life in
human serum and periodontal tissues
(Foulds et al. 1990, Malizia et al.
1997, Blandizzi et al. 1999, Gomi
et al. 2007a). Azithromycin is found in
high concentrations in fibroblasts and
phagocytes (McDonald & Pruul 1991)
and is carried to areas of inflammation
as a result of chemotactic effects exerted
on the phagocytes (Schentag & Ballow
1991), thus targeting the drug at those
sites. Different in vitro (Pajukanta 1993)
and in vivo (Herrera et al. 2000) studies
have demonstrated the efficacy of azi-
thromycin against P. gingivalis.
In the last years, different studies have
reported the effects of administering
azithromycin in the treatment of perio-
dontitis (Smith et al. 2002, Mascarenhas
et al. 2005, Dastoor et al. 2007, Gomi
et al. 2007b, Haffajee et al. 2007, Haas
et al. 2008, Pradeep et al. 2008, Yashima
et al. 2009) reporting different clinical
and microbiological outcomes. To our
knowledge, no study has assessed the
effects of the adjunctive administration
of azithromycin plus scaling and root
planing (SRP) in P. gingivalis-positive
patients. Our hypothesis is that patients
with P. gingivalis will benefit, in terms
of reduction in probing pocket depth
(PPD) and gain in clinical attachment
levels (CAL), together with the elimina-
tion of P. gingivalis from the adjunctive
use of azithromycin, because this drug is
effective against this target pathogen,
and the effects of mechanical therapy
on P. gingivalis are not predictable.
Hence, the aim of this pilot investiga-
tion was to compare the clinical and
microbiological effect of the adjunctive
use of azithromycin or placebo with
non-surgical periodontal therapy in the
treatment of chronic periodontitis
patients harbouring P. gingivalis.
Material and Methods
This was a pilot, double-blind, placebo-
controlled, randomized clinical trial.
The protocol was approved by the local
ethical committee at the Hospital Clı´n-
ico San Carlos, Madrid, Spain.
Patients
A microbiological screening to detect
P. gingivalis-positive patients was per-
formed in moderate chronic periodonti-
tits patients, seeking for periodontal
treatment at the Postgraduate Clinic of
Periodontology, Faculty of Odontology,
University Complutense, Madrid, Spain.
The screening period lasted from Janu-
ary 2003 to July 2004.
Patients had to fulfill the following
inclusion criteria: (i) older than 30
years, (ii) untreated moderate chronic
periodontitis (Armitage 1999) with
radiographic evidence of generalized
alveolar bone loss430%, (iii) presence
of at least one pocket with PPD45mm
per quadrant with bleeding on probing
(BoP), (iv) presence of at least three
teeth per quadrant and (v) detection of
P. gingivalis in subgingival samples
taken at the screening visit and pro-
cessed by culture.
Patients were excluded if (i) they had
received periodontal treatment in the
last 3 years, (ii) severe periodontitis
with more than one tooth with a site
with PPD47mm per quadrant except if
it was scheduled for extraction, (iii)
antibiotic intake in the month previous
to the screening visit, (iv) pregnant or
lactating females, (v) chronic diseases
as diabetes, (vi) necrotizing periodon-
tal diseases, (vii) HIV infection, (viii)
use of non-steroidal anti-inflammatory
drugs or (ix) intolerance or allergy to
any of Zitromaxs (Pfizer, Alcobendas,
Madrid, Spain) components.
Microbiological samples
From each quadrant, the most accessible
site with the deepest PPD and BoP was
selected. Clinical variables (presence of
plaque, bleeding on sampling, PPD and
gingival recession) were specifically
recorded at these sites, in addition to
full-mouth clinical recording. Samples
were taken with two consecutive sterile
medium paper-points (Maillefer, Ballai-
gues, Switzerland) per site. Subgingival
plaque was sampled after the removal of
all supragingival plaque and debris
(Wikstrom et al. 1991). Before sam-
pling, the sites were isolated from the
saliva by applying cotton rolls and then
gently dried with compressed air, in
order to avoid contamination. The
paper-points were kept in place for
10 s and were then transferred into a
screw-capped vial, containing 1.5ml of
RTF (Syed & Loesche 1972). Samples
were transferred to the microbial labora-
tory within 2 h, where they were homo-
genized by vortexing for 30 s (Dahlen
et al. 1990), and serially diluted in PBS.
1006 Oteo et al.
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At the laboratory, aliquots of 0.1ml
were plated manually for the detection
of A. actinomycetemcomitans on the
specific medium Dentaid-1 (Dentaid,
Cerdanyola del Valle´s, Spain) (Alsina
et al. 2001). These plates were incubated
for 3 days in air with 5% CO2 at 371C.
Suspected isolates were identified on the
basis of colony morphology (small col-
ony, 1mm in diameter, with a dark
border and a ‘‘star’’ or ‘‘crossed cigars’’
shaped inner structure) and positive
catalase reaction. Sample dilutions
were also plated onto a non-selective
blood agar plate (Blood Agar Base IIs,
Oxoid, Basingstoke, UK), supplemented
with haemine (5mg/l), menadione
(1mg/l) and 5% sterile horse blood.
After 7–14 days of anaerobic incubation
(80% N2, 10% CO2 and 10% H2), total
counts and counts of representative
colonies (those with colony morpholo-
gies compatible with target pathogen
morphology) were performed in the
most suitable plates, those harbouring
between 30 and 300 colonies. Suspected
colonies were further identified by
microscopy, studying gram staining and
enzyme activity (including N-acetyl-
b-D-glucosaminidase, a-glucosidase, a-
galactosidase, a-fucosidase, esculin,
indole and trypsin-like activity). Counts
were transformed in colony-forming
units per millilitre of the original sam-
ple. Total anaerobic counts were calcu-
lated, as well as counts of the detected
periodontal pathogens (A. actinomyce-
temcomitans, Tannerella forsythia,
P. gingivalis, Prevotella intermedia/
nigrescens, Parvimonas micra, Campy-
lobacter rectus and Fusobacterium
nucleatum). In addition to the quantita-
tive microbiological data, the frequency
of detection and proportions for each
bacterial species were also calculated.
To assess microbiological adverse
effects, the overgrowth of other species,
mainly super-infecting or opportunistic
bacteria, such as enterics, was moni-
tored, especially in Dentaid-1 plates.
Study visits
Screening visit
A full-mouth periodontal evaluation was
performed in order to assess the inclu-
sion/exclusion criteria and to select the
sampling sites. For consecutive patients
fulfilling the inclusion criteria, the pur-
pose of the study was explained and
they were asked to participate by sign-
ing an Internal Review Board-approved
written consent. They were informed
that participation would only occur if
they were positive for P. gingivalis.
If negative, they were conventionally
treated. If the microbiological sample
was positive, patients were scheduled
for the baseline visit. The microbio-
logical sample of the screening visit
was then considered as the baseline
sample.
Baseline visit
All clinical outcome variables were
recorded using the Florida Probe Sys-
tems (Florida Company, Gainsville,
FL, USA) by one single trained (2 years
of previous experience with Florida
probe) and calibrated operator (A. O.).
Intra-examiner calibration was per-
formed twice, before and during the
study, by assessing PPD and CAL in
duplicate, with a degree of agreement
within ! 1mm higher than 85% at both
tests.
A baseline visit was appointed and
the following outcome variables were
assessed:
" PPD and recession (REC) in milli-
metres at six sites per tooth in all
teeth, excluding third molars. CAL
calculated as the sum of PPD and
REC.
" BoP, as present/absent 30 s after
probing, and plaque index (PlI), as
present/absent, visually or detected
with the probe, at six sites per tooth
in all teeth except third molars.
" Relative attachment level (RAL)
was evaluated at four selected sites
(those selected for microbiological
sampling) with the stent probe (Flor-
ida Probes) and the use of a custo-
mized acrylic stent.
At this visit, standardized oral
hygiene instructions were explained,
including the use of a manual toothbrush
and inter-dental brushes (Vitis Access
softs and Interproxs, Dentaid).
Treatment visits
Within 15 days from baseline, the first
appointment for SRP was scheduled,
and the treatment was performed under
local anaesthesia by a post-graduate
student (A. O.) using an ultrasonic
device and hand curettes. Treatment
was carried out in two 1.5-h appoint-
ments, within 7 days. Oral hygiene
instructions were reinforced at each visit
and the adjunctive use of a 0.12%
clorhexidine and 0.05% cetyl-pyridi-
nium chloride rinse (Perio Aid
Tratamientos, Dentaid) was prescribed
twice a day for 15 days, with 15ml for
30 s, immediately after rinsing with
water after brushing.
After the last SRP session, the
adjunctive medication was prescribed.
By means of a computer-generated ran-
domization list, stratified for smokers
(410 cigarettes per day) and non-smo-
kers (non-smokers, former smokers or
smokers ofo10 per day), sealed envel-
opes provided identification numbers for
the patients, which were associated with
the numbers of the blisters containing
either the drug or the placebo. Subjects
in the test group received a blister con-
taining three 500mg azithromycin
tablets, and the control group received
identical blisters with three placebo
tablets. Test and control tablets were
identical in colour, form and size. Codes
were not open until the study was fin-
ished. The subjects were instructed to
take one tablet in the presence of the
operator, and to take the other two
tablets the following 2 days at same
moment of the day and in the hours
away from the meals.
Follow-up visits
One month after treatment, the first
follow-up visit was scheduled. Micro-
biological samples were taken as
described previously (from the same
sites selected at baseline), clinical para-
meters were recorded both full mouth
and at the selected sites and subjects
were asked if they have had any kind of
problem with the medication and if they
had taken the remaining two pills. In
addition, oral hygiene instructions were
reinforced. New follow-up visits were
scheduled 3 and 6 months after treat-
ment, for microbiological sampling and
clinical evaluation.
Statistical analyses
Primary outcome variable was PPD
changes. Secondary outcome variables
include changes in CAL, BoP, RAL and
microbiological variables, especially the
presence/absence of P. gingivalis. PlI
was evaluated as a control variable.
Clinical variables (PlI, BoP, PPD,
CAL and RAL) were calculated by
patient and visit and then by group.
In addition, PPD was divided in two
categories (1–3 and 4–6mm) and the
Azithromycin in periodontitis 1007
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proportions of each category were
calculated at each visit. After evaluating
the normality of the distribution (asses-
sing skewness and kurtosis, and the
Kolmogorov–Smirnov test), and whether
significant differences existed between
variances (F-test), ANOVA and the multi-
ple rank test were used to compare the
baseline visit with the 1-, 3- and 6-month
visits (intra-group comparisons), and
ANCOVA was selected to compare both
groups, either at baseline or in changes
baseline follow-up visits (inter-group
comparison), including baseline values
of the examined variable, smoking and
gender as cofactors.
Four microbiological variables were
used: total anaerobic counts, frequency
of detection of target pathogens, counts
of each studied pathogen and proportions
of flora of each pathogen. Total anaero-
bic counts were log transformed to fit a
normal distribution and the statistical
evaluation was carried out as described
for the clinical variables. Frequencies of
detection were compared using the chi-
square test in the inter-group assessment,
at baseline and at each follow-up visit,
or by the McNemar test for intra-group
assessment, in changes between baseline
and follow-up visits. Proportions of flora
and log-transformed pathogen counts
were compared using the Wilcoxon
signed-rank test (intra-group) or by the
Wilcoxon rank-sum test for inter-group
assessment.
The level of statistical significance
was set at po0.05. However, because
multiple comparisons were carried out
for the inter-group assessment, the Bon-
ferroni correction was used. Thus, the
inter-group assessment of changes base-
line with every follow-up visit include
three comparisons, the level was set
po0.0167. When the p value was in
between the corrected level and 0.05, it
was considered as a tendency towards
significance.
Sample size calculation was per-
formed for the primary outcome vari-
able, changes in PPD, considering a
standard deviation of 0.8mm and a
desirable difference between groups of
1.02mm, with a 90% of power, resulting
in sample of 14 patients per arm (Her-
rera et al. 2002, Haffajee et al. 2003,
Guerrero et al. 2005). However, this
study was considered as a pilot study,
because (to our knowledge) no previous
studies have been performed on P. gin-
givalis-positive patients.
Demographic variables at baseline
were compared by means of t-test
(age) or Fisher’s exact test (smoking
and gender).
Results
After the microbiological screening of
40 patients, 29 patients were included in
the study and scheduled for the baseline
visit (see Fig. 1 for the flowchart of the
study and Table 1 for the main charac-
teristics of the patient sample at base-
line). At the end of the baseline
evaluation, 15 patients were randomized
to the test group (seven males and eight
females; eight smokers and seven non-
smokers; mean age 46.6, range 38–62).
All of them were treated according to
the protocol and complied with the
follow-up visits, with the exception of
two patients (one male and one female,
both smokers) that could not attend the
3-month visit. Fourteen patients were
assigned to the placebo group, but one
left the study after a partial baseline
evaluation and the data were excluded.
Out of the 13 patients who were treated
(eight males and five females; six smo-
kers and seven non-smokers; mean age
46.9, range 37–65), two patients pro-
vided only data at the baseline visit (one
non-smoker male had to take a systemic
antibiotic due to another disease and one
non-smoker female left the study after
the treatment phase was finished, due to
personal reasons). Data from 11 patients
were available at 1-month and 6-month
visits, because two patients (smokers
male) of this group missed the 3-month
visit. An intention-to-treat analysis was
carried out.
Clinical variables
Mean values at each study visit are
shown in Table 2, and changes between
baseline and each follow-up visit are
shown in Table 3.
PPD
Both groups were comparable at base-
line, with mean PPD ranging between
2.84 and 2.99mm. The proportion of the
sites with PPD of 4–6mm ranged
between 24 and 29%. Mean PPD sig-
nificantly decreased in the test group
(po0.001) after 1, 3 or 6 months. The
reduction amounted 0.78mm [95% con-
fidence interval (CI) 0.59–0.97] after 6
months in the test group and 0.38mm
(CI 0.16–0.60) in the placebo group,
being the difference between groups
statistically significant (p5 0.009).
The proportion of pockets in the 1–
3mm category increased in both groups,
reaching statistical significance in the
test group (po0.001) for all follow-up
visits. The increase was 10% after 6
months in the placebo group and 24%
in the test group, with statistically sig-
nificant inter-group differences in the
changes (p5 0.005). The reduction in
the percentage of pockets in 4–6mm
category was 20% in the test group after
6 months, while the placebo group
showed 11%. Inter-group differences
were significant (p5 0.003).
CAL and RAL
Both groups were comparable at base-
line, with mean CAL ranging 3.46–
3.56mm. A significant gain in mean
CAL was observed (p5 0.004) when
comparing baseline with the other study
visits in the test group. Changes in the
placebo group were not significant. Sig-
nificant inter-group differences were
detected for changes at baseline–1
month (p5 0.015) and tendencies were
observed for changes after 3 (p5 0.026)
and 6 months (p5 0.016).
Placebo patients demonstrated an
increase in RAL at every follow-up
visit, totaling a loss of 0.23mm after 6
months. Conversely, a relative gain was
observed in the test group. No signifi-
cant inter- or intra-group differences
were detected.
PlI
Mean PlI showed a tendency towards
significant differences at baseline
(p5 0.022) due to the higher levels in
the test group (88.5 versus 63.4%).
Statistically significant reductions were
observed in both groups after treatment
(po0.001 for each follow-up visit),
although the 6-month levels were still
higher in the test group (32.9%)
than in the placebo group (15.4%), and
differences were not significant. No
significant inter-group differences were
detected.
BoP
Mean BoP showed significant differ-
ences at baseline (p5 0.004) due to the
higher levels in the test group (54.5
versus 38.6%). Significant reductions
were observed in both groups after
treatment (po0.001), ranging from 35
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to 39% in the test group and 19–24% in
the placebo group. No significant inter-
group differences in the changes
detected.
Adverse events
One patient in the test group reported
diarrhoea probably associated with the
study medication. No adverse events
were reported in the control group.
The Consort E-Flowchart
Assessed for eligibility  (n=40)
Excluded (n=11) 
  Not meeting inclusion criteria 
(n=11) 
  Refused to participate 
(n=0)
  Other reasons
(n=0)
Analyzed (n=15)
Excluded from analysis (n=0)
Lost to follow-up (n=0) 
Discontinued intervention 
    (n=0) 
     Azithromycin group 
Allocated to intervention
(n=15)
Received allocated intervention
(n=15)
Lost to follow-up (n=2) 
One took antibiotics for other 
reasons
One due to personal reasons
Placebo group 
Allocated to intervention (n=14) 
Received allocated intervention 
(n=13)
Did not receive allocated intervention
(n=1)
drop-out for unknown reasons 
Allocation 
Analysis
1 month 
Enrollment
Randomized (n=29) 
Analyzed  (n=13) 
Excluded from analysis (n=1) 
Did not complete the follow up 
visit
3 months 
6 months 
Missed the 3 month visit (n=2) 
Due to personal reasons 
Missed the 3 month visit (n=2) 
One because of personal reasons 
One due to illness
Fig. 1. The consort E-flowchart.
Table 1. Demographic features of the selected sample
Placebo Test p Value
n 13 15
Females (n) 5 8 0.4757n
Smokers (n) 6 8 1.000n
Age mean (range)
(years)
47.1 (36–65) 46.6 (38–62) 0.929w
nFisher’s exact test.
wStudent’s t-test.
Azithromycin in periodontitis 1009
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Microbiological variables
Out of the 15 test patients, 15 samples
were available at baseline and after 1
month, 13 after 3 months and 14 after 6
months. Out of the 13 placebo patients,
13 samples were available at baseline,
12 after 1 month and 10 samples at the
3- and 6-month visits.
Total anaerobic counts (Table 4a and b)
Comparable counts in log of colony-
forming units were recovered at baseline
(7.07–7.18). Both groups demonstrated
reductions that amounted 0.24 in the
placebo group and 0.54 in the test group
(significantly different as compared with
baseline). No inter-group significant dif-
ferences were detected at any visit or in
changes between visits.
Frequency of detection of target
pathogens (Table 5)
No significant differences were detected
at baseline in frequencies of detection of
target pathogens. However, test patients
harboured more frequently T. forsythia
and C. rectus, while placebo patients
had more P. micra, P. intermedia and
F. nucleatum demonstrating prevalences
close to 100% (as P. gingivalis did,
as inclusion criteria). A. actinomycetem-
comitans was detected in 23.1% in the
placebo and 13.3% in the test group.
The prevalence of P. gingivalis
decreased significantly after 1 (po
0.001), 3 (p5 0.003) and 6 months
(p5 0.001), with a 6-month frequency
of 42.9%. Non-significant reductions
were observed in the placebo, with a
tendency after 1 month (p5 0.023), and
a 6-month prevalence of 80%.
P. intermedia prevalence was signifi-
cantly reduced after 1 month (p5
0.001) in the test group, from 100.0 to
46.7%. Reductions were also observed in
the placebo samples after 1 month, from
92.3 to 75%. After 3 months, prevalences
rose again and were always over 80%.
T. forsythia was not detected after
the treatment in the test group, at 1
(p5 0.004), 3 (p5 0.010) and 6 months
(p5 0.006). Minor changes were
observed in the placebo group.
P. micra prevalence was clearly
reduced after 1 month in the test group,
while an increase was observed in the
placebo group. A rebound was observed
later, making final values in the test
group even higher than at baseline.
In the test group, A. actinomycetem-
comitans was not detected after 1 and 6Ta
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months, and only one patient was posi-
tive after 3 months. Conversely, no
impact of treatment was observed in
the placebo group.
No significant impact was observed
with regard to other target pathogens.
Significant inter-group differences
were detected at the 1-month visit for
P. gingivalis (p5 0.004) and P. micra
(po0.001), and the 6-month visit for A.
actinomycetemcomitans (p5 0.010).
Proportions of flora of target
pathogens (Table 5)
No significant differences were detected at
baseline in proportions of flora of target
pathogens. However, test patients har-
boured higher proportion (11.4 versus
4.3%; tendency towards significance,
p50.032) of P. intermedia. P. gingivalis
represented the highest proportion of the
flora in both groups (21.5% in placebo and
17.7% in test samples). Higher proportions
of P. micra were observed in the placebo
group (4.4 versus 1.3%). Proportions of
other pathogens were similar at baseline.
Proportions of P. gingivalis were
significantly reduced in the test group
after 1 (p5 0.002) and 3 months
(p5 0.006), and showed a tendency
after 6 months (p5 0.021), with a final
figure of 5.1%. In the placebo group,
some non-significant reductions were
observed after 1 month, but baseline
values were achieved at 3 and 6 months.
The percentage of the flora of
P. intermedia was reduced in the test
group, being significant after 6 months
(p5 0.010) with a final percentage of
2.2%. In the placebo group, an increase
was initially observed, and then a return
to baseline values after 6 months.
For P. micra, a non-significant
increase in the proportions was observed
in the test group after 6 months, as
compared with some reductions in the
placebo patients.
For other pathogens, non-significant
limited changes were observed in pro-
portions of flora.
Table 3. Mean values, standard error (SE) and 95% confidence intervals (CI) of changes of clinical variables between visits and inter-group
comparison (ANCOVA, with treatment as factor and baseline value, smoking and gender as cofactors; significant cofactors are listed)
Variables Change Group Mean SE 95% CI p Value Cofactors
PPD (mm) Baseline versus 1 month Placebo 0.30 0.11 0.06 0.54 0.004 Baseline PPD
Test 0.80 0.10 0.59 1.00
Baseline versus 3 months Placebo 0.45 0.09 0.26 0.64 0.005 Baseline PPD, smoking
Test 0.83 0.07 0.67 0.99
Baseline versus 6 months Placebo 0.38 0.11 0.16 0.60 0.009 Baseline PPD
Test 0.78 0.09 0.59 0.97
CAL (mm) Baseline versus 1 month Placebo 0.07 0.19 ! 0.32 0.46 0.015 None
Test 0.73 0.16 0.40 1.06
Baseline versus 3 months Placebo 0.34 0.13 0.06 0.62 0.026 Baseline CAL, smoking
Test 0.77 0.11 0.53 1.00
Baseline versus 6 months Placebo 0.28 0.14 0.00 0.57 0.016 Baseline CAL, smoking
Test 0.76 0.12 0.52 1.01
PPD 1–3mm (%) Baseline versus 1 month Placebo ! 0.10 0.04 ! 0.18 ! 0.01 0.016 Baseline %
Test ! 0.23 0.03 ! 0.30 ! 0.16
Baseline versus 3 months Placebo ! 0.16 0.02 ! 0.19 ! 0.12 0.009 Baseline %, smoking
Test ! 0.22 0.01 ! 0.25 ! 0.19
Baseline versus 6 months Placebo ! 0.11 0.03 ! 0.17 ! 0.06 0.005 Baseline %
Test ! 0.23 0.02 ! 0.28 ! 0.18
PPD 4–6mm (%) Baseline versus 1 month Placebo 0.07 0.04 0.00 0.15 0.027 Baseline %
Test 0.19 0.03 0.12 0.26
Baseline versus 3 months Placebo 0.14 0.01 0.11 0.17 0.005 Baseline %, smoking
Test 0.20 0.01 0.18 0.23
Baseline versus 6 months Placebo 0.11 0.02 0.06 0.15 0.003 Baseline %
Test 0.20 0.02 0.17 0.24
RAL (mm) Baseline versus 1 month Placebo 0.02 0.30 ! 0.61 0.65 0.329 None
Test 0.42 0.26 ! 0.12 0.95
Baseline versus 3 months Placebo ! 0.09 0.26 ! 0.63 0.45 0.067 None
Test 0.57 0.22 0.10 1.04
Baseline versus 6 months Placebo ! 0.23 0.27 ! 0.79 0.32 0.346 None
Test 0.11 0.24 ! 0.38 0.60
PlI (%) Baseline versus 1 month Placebo 46.70 8.12 29.49 63.92 0.158 None
Test 63.90 6.83 49.41 78.39
Baseline versus 3 months Placebo 60.27 7.97 42.90 77.64 0.432 Baseline PlI
Test 50.36 7.41 34.22 66.49
Baseline versus 6 months Placebo 61.65 8.17 44.32 78.98 0.183 Baseline PlI
Test 45.39 6.88 30.80 59.97
BoP (%) Baseline versus 1 month Placebo 30.15 3.49 22.76 37.54 0.953 Baseline GI, gender
Test 30.45 2.93 24.25 36.66
Baseline versus 3 months Placebo 31.83 2.85 25.61 38.04 0.978 Baseline GI
Test 31.71 2.65 25.93 37.48
Baseline versus 6 months Placebo 24.55 4.66 14.67 34.43 0.331 Baseline GI
Test 31.27 3.91 22.98 39.57
CAL, clinical attachment level; PPD, probing pocket depth in mm; % PPD 1–3mm, mean proportion of pockets in the 1–3mm category; % PPD 4–
6mm, mean proportion of pockets in the 4–6mm category; PlI, plaque index; BoP, bleeding on probing; RAL, relative attachment level.
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Inter-group comparisons revealed
that the proportions of P. gingivalis
at the 1-month visit showed a ten-
dency towards statistical significance
(p5 0.019).
Discussion
The present randomized-controlled trial
compared the clinical and microbiologi-
cal effects of the adjunctive use of
azithromycin or placebo with SRP in
moderate chronic periodontitis patients
harbouring P. gingivalis. The clinical
results revealed clear differences
between the test and the control groups.
After 6 months, the PPD reduction was
0.80mm in the test group and 0.34mm
in the control group. CAL gains after 6
months were 0.76 and 0.29mm, respec-
tively. In addition, significant differ-
ences in microbiological outcomes
were also detected, specifically those
related with P. gingivalis. Conversely,
no adverse events were observed, except
mild diarrhoea in one test patient.
These results, however, should be
interpreted with caution due to some
relevant limitations. Only 15 patients in
the test group and 11 patients in the
placebo group provided data for 6-month
visit, and this may be considered as a
limited sample size. Moreover, the drop-
outs in the control group caused differ-
ences in size between both groups. Also,
the effect of smoking in the results could
not be properly assessed. An effort to
control this variable was made by strati-
fication in the randomization process,
selecting a threshold of 10 cigarettes
per day, because previous studies have
failed to find significant differences in
periodontal disease severity between
non-smokers and patients who con-
sumed o10 cigarettes per day (Marti-
nez-Canut et al. 1995). Moreover,
smoking was included as a cofactor in
the statistical analyses. Finally, it is
important to consider the lack of homo-
geneity between groups in terms of base-
line (statistically significant, p5 0.022)
and 6-month (non-significant) plaque
levels, which may hamper the compar-
ison between groups. This factor has
been assessed previously by Kornman
et al. (1994), concluding that supragin-
gival plaque control is an essential factor
in attaining certain clinical and micro-
bial outcomes following systemic anti-
biotic therapy in periodontitis. In the
present study, the test group achieved
significant better clinical and microbio-
logical results, despite the fact that pla-
que levels were higher at baseline and
after 6 months than in the control
patients. It can be speculated that the
differences could have been higher if
the plaque control was homogeneous in
both groups. Other baseline difference
detected corresponded to higher BoP
levels in the test group (p5 0.004).
To the best of our knowledge, this is
the first study in which azithromycin has
been evaluated as an adjunct to SRP in
patients with a specific microbiological
profile. Other authors have followed
previously a similar strategy (selection
of patients with a specific microbiologi-
cal profile, in order to prescribe an
adequate drug) with other anti-micro-
bials: a pre-defined proportion of spir-
ochaetes when assessing metronidazole
(Loesche et al. 1984); presence of A.
actinomycetemcomitans or P. gingivalis
Table 4a. Mean values, standard error (SE) and 95% confidence intervals (CI) of log of colony-
forming units at study visits and intra-group comparison (ANOVA and multiple rank test)
Visit Test Placebo
mean SE 95% CI ANOVA mean SE 95% CI ANOVA
Baseline 7.18 0.15 6.88 7.47 po0.066, baseline
versus 6 months
7.07 0.16 6.75 7.40 p5 0.511,
no differences1 month 6.79 0.14 6.51 7.07 6.72 0.17 6.38 7.06
3 months 6.81 0.16 6.50 7.13 6.96 0.18 6.59 7.34
6 months 6.62 0.15 6.33 6.92 6.92 0.19 6.53 7.32
Table 4b. Mean values, standard error (SE) and 95% confidence intervals (CI) of changes in log
of colony-forming units between visits and inter-group comparison (ANCOVA, with treatment as
factor and baseline value as cofactors; significant cofactors are listed)
Change Group Mean SE 95% CI p Value Cofactors
Baseline versus 1 month Placebo 0.40 0.18 0.02 0.79 0.746 Baseline
Test 0.32 0.17 ! 0.03 0.67
Baseline versus 3 month Placebo 0.22 0.13 ! 0.06 0.50 0.286 Baseline
Test 0.42 0.13 0.16 0.69
Baseline versus 6 month Placebo 0.24 0.20 ! 0.17 0.66 0.261 Baseline
Test 0.54 0.16 0.20 0.87
Table 5. Frequency of detection (in percentage) and mean proportions of flora (in percentage) of
different periodontal pathogens in subgingival samples, at every study visit
Aa Pg Pi Tf Pm Cr Fn Capno Ec Eu
Frequency of detection
Placebo
Baseline 23.1 100.0 92.3 15.4 69.2 15.4 92.3 7.7 0.0 0.0
1 month 16.7 66.7 75.0 16.7 91.7 16.7 100.0 8.3 0.0 0.0
3 months 20.0 80.0 100.0 20.0 70.0 20.0 100.0 10.0 20.0 0.0
6 months 40.0 80.0 80.0 10.0 60.0 30.0 80.0 10.0 10.0 0.0
Test
Baseline 13.3 100.0 100.0 40.0 46.7 40.0 100.0 0.0 0.0 0.0
1 month 0.0 13.3 46.7 0.0 20.0 20.0 93.3 26.7 13.3 6.7
3 months 7.7 53.8 92.3 0.0 69.2 7.7 100.0 30.8 15.4 0.0
6 months 0.0 42.9 85.7 0.0 71.4 14.3 100.0 35.7 21.4 0.0
Mean proportions of flora
Placebo
Baseline 0.0 21.5 4.3 0.7 4.4 0.2 6.5 0.2 0.0 0.0
1 month 0.0 11.6 10.6 0.3 6.6 0.5 7.4 0.0 0.0 0.0
3 months 0.0 19.6 10.3 0.7 2.4 0.6 3.9 0.0 0.1 0.0
6 months 0.6 22.7 4.0 0.9 2.3 0.5 4.9 0.0 0.0 0.0
Test
Baseline 0.0 17.7 11.4 1.2 1.3 0.3 4.9 0.0 0.0 0.0
1 month 0.0 0.3 3.9 0.0 0.3 0.8 4.5 0.3 0.3 0.1
3 months 1.5 2.9 5.5 0.0 3.0 1.1 8.1 0.4 0.1 0.0
6 months 0.0 5.1 2.2 0.0 5.4 0.3 7.5 0.5 0.2 0.0
Aa, Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Pg, Porphyromonas gingivalis; Pi, Prevotella inter-
media; Tf, Tannerella forsythia; Pm, Parvimonas micra; Cr, Campylobacter rectus; Fn, Fusobac-
terium nucleatum; Capno, Capnocytophaga sp.; Ec, Eikenella corrodens; Eu, Eubacterium sp.
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when assessing amoxicillin plus metro-
nidazole (Flemmig et al. 1998); or A.
actinomyctemcomitans and metronida-
zole in localized juvenile periodontitis
(Saxen & Asikainen 1993). All the
above-mentioned studies have in com-
mon excellent outcomes in the test
groups, suggesting better results of
adjunctive systemic antibiotics if the
target pathogen has been identified pre-
viously (Herrera et al. 2002).
The patients selected for the present
study, besides the presence of P. gingi-
valis, had the diagnosis of moderate
chronic periodontitis, thus excluding
severe patients that would clearly be in
need of periodontal surgery after SRP.
In consequence, the selected patients
had a mean initial PPD of 2.99mm for
the test and 2.84mm for the control
group, which can be considered as a
relatively low PPD, and hence the
expected PPD reductions will be smaller
when compared with other studies
selecting patients with a deeper initial
mean PPD. Previous studies have
demonstrated that the additional benefit
of antibiotics is more evident in deep
sites (Herrera et al. 2002, Guerrero et al.
2005, Haffajee et al. 2007). With the
administration of azithromycin adjunc-
tive to SRP, different studies have ren-
dered different results depending on
baseline PPDs. In a clinical trial with
aggressive periodontitis patients asses-
sing clinical outcomes at 1 year (Haas
et al. 2008), with initial PPDs 6.7–
6.3mm, the PPD reduction was 2.88–
1.85mm (for test and placebo patients,
respectively). With baseline PPD of
around 5mm, the observed change was
1.60–1.10mm (Yashima et al. 2009),
while with around 4mm, changes were
1.62–0.75mm (Gomi et al. 2007b), or
1.33–0.45mm (Mascarenhas et al.
2005). Other studies, however, have
failed to find significant clinical differ-
ences when comparing SRP plus azi-
thromycin versus SRP plus placebo
(Smith et al. 2002) or SRP plus metro-
nidazol, sub-anti-microbial doses of
doxycycline or SRP alone (Haffajee
et al. 2007). In these two studies, debri-
dement was completed within 2 (Smith
et al. 2002) or 3 weeks (Haffajee et al.
2007), while in the rest of studies that
reported positive results for adjunctive
azithromycin, debridement was com-
pleted within 1 week (Mascarenhas
et al. 2005, Gomi et al. 2007b, Pradeep
et al. 2008, Yashima et al. 2009), with
the exception of one study, in which
debridement was carried out in multiple
visits on a quadrant/sextant basis within
14 days (Haas et al. 2008).
The influence of the strategy of deb-
ridement is a matter of controversy. In a
recent consensus review, it was con-
cluded that the quality and the chronol-
ogy of the debridement may affect the
results of the adjunctive use of systemic
anti-microbials (Herrera et al. 2008a).
When specifically evaluating the results
of clinical trials with the use of adjunc-
tive azithromycin, a recent study com-
paring ‘‘full-mouth’’ (within 24 h)
versus ‘‘partial-mouth’’ (within 7 days)
SRP during the effective half life of
systemically administered azithromycin
concluded that both treatment protocols
were equally effective clinically and
microbiologically (Yashima et al.
2009). In the present study, periodontal
treatment was completed in two visits
within 7 days and systemic administra-
tion of azithromycin started on the last
treatment day, as recommended in a
recent consensus (Herrera et al. 2008a,
Sanz & Teughels 2008). As azithromy-
cin concentration in inflamed perio-
dontal tissues decreases from 50%
after 7 days to 20% after 14 days
(Gomi et al. 2007a), not exceeding this
time period when completing debride-
ment seems to be important to enhance
positive results, and it seems reasonable
to try to complete treatment within 7
days rather than 14, to benefit from the
much higher concentration of drug
found in periodontal tissues. In addition,
the recommended administration of azi-
thromycin provides an easy dosage,
while the reported adverse events are
very low (in 0.7% of the patients)
(Contopoulos-Ioannidis et al. 2001). In
the present study, only one patient
reported mild diarrhoea related to azi-
thromycin intake.
The selection of azithromycin dosage
may be controversial, because the
approved dosages in the United States
(5-day regime, first dose of 500mg and
then 250mm daily) and in Europe (3-
day regime of 500mg daily) were dif-
ferent. Both regimens have demon-
strated clinical benefits when compared
with 10-day courses of other antibiotics
in the treatment of respiratory infec-
tions, while the 3-day regime has proven
better results as compared with the 5-
day course, when bacterial cure rate was
analysed (Casey & Pichichero 2005). As
the present study was conducted in
Europe, the 3-day, 500mg/day, regime
was selected, which is also the most
commonly evaluated in the periodontal
literature (Smith et al. 2002, Dastoor
et al. 2007, Gomi et al. 2007b, Haffajee
et al. 2007, Haas et al. 2008, Yashima
et al. 2009), while less studies have
evaluated the 5-day regime (Mascaren-
has et al. 2005).
Uncontrolled use of anti-microbials is
of great health concern due to the
increasing bacterial resistance, thus
resulting in different bacterial antibiotic
susceptibility profiles in different Eur-
opean countries according to more or
less prescription control (van Winkelh-
off et al. 2005). In order to optimize the
use of anti-microbials to only those
subjects who would benefit most, all
the subjects included in the present
study harboured P. gingivalis irrespec-
tive of the other bacteria detected. After
treatment, P. gingivalis detection was
significantly reduced in the test group at
1-, 3- and 6 months; conversely, in the
control group, the decrease in P. gingi-
valis was less pronounced after 1 month
and rebounded at 3 and 6 months. Pre-
vious studies also found significant
reductions of P. gingivalis after 1 and
3 months (Sefton et al. 1996, Mascar-
enhas et al. 2005, Gomi et al. 2007b,
Yashima et al. 2009), with rebounds
after 5 months (Sefton et al. 1996), 6
months (Gomi et al. 2007b) or 9 months
(Yashima et al. 2009), while others did
not find any significant impact (Haffajee
et al. 2008). With regard to T. forsythia,
in our study, the frequency of detection
was 40% at baseline, and it was not
detected at any follow-up visit, as oppo-
site to the placebo group. In two other
studies, significant reductions after 12
months (Haffajee et al. 2008) and 6
months (Mascarenhas et al. 2005) were
observed in the test groups. In another
study (Gomi et al. 2007b), T. forsythia
was not detected after 1 and 3 months,
but it was found at 6 months. Recently,
the study by Yashima et al. (2009)
detected T. forsythia at all time periods
in all study groups.
However, microbiological variables
should be interpreted with caution
because they have not been clearly
defined in the literature; thus, it is not
easy to select a clear outcome variable,
and a description of a combination
of variables is usually reported (total
flora, frequency of detection, propor-
tions and counts of different pathogens).
However, in the present study, micro-
biological inclusion criteria were used
(presence of P. gingivalis in culture)
and thus an outcome variable appears
as evident: presence or absence of
Azithromycin in periodontitis 1013
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P. gingivalis after treatment. However,
there is a clear need to clearly define
microbiological outcome variables and
to design studies with an appropriate
size to evaluate those variables.
In the present study, improved clin-
ical and microbiological outcomes were
attained in the test group using adjunc-
tive azithromycin, including PPD reduc-
tion, CAL gain and reductions in the
frequency of detection of P. gingivalis,
A. actinomycetemcomitans and T. for-
sythia. These results together with the
recommended easy dosage and limited
side effects make the use of this anti-
biotic recommendable in the treatment
of periodontitis patients. Hence, we can
conclude that within the limitations
of the present study, patients with
untreated moderate chronic perio-
dontitis harbouring P. gingivalis in their
subgingival biofilm may benefit from
the systemic administration of azithro-
mycin as an adjunct to SRP.
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Clinical Relevance
Scientific rationale for study: Perio-
dontitis is a chronic oral infection
associated with a limited number of
pathogens, being P. gingivalis one
of the most relevant. The eradication
of this bacterial species during perio-
dontal treatment will enhance the
clinical response and minimize the
risk of future attachment loss. The
adjunctive use of systemic anti-
microbials (such as azithromycin)
has been shown to add relevant ben-
efits in the treatment of periodontal
diseases associated with specific
microbiological profiles.
Principal findings: SRP plus the
adjunctive use of azithromycin
resulted in additional clinical and
microbiological benefits compared
with SRP plus placebo. Patients in
the test group showed a significant
decrease in PPD and gain in CAL
after 6 months. The frequency of
detection of P. gingivalis, Aggrega-
tibacter actinomycetemcomitans and
T. forsythia was also significantly
reduced in the test group.
Practical implications: In P. gingi-
valis periodontitis, SRP plus the sys-
temic administration of azithromycin
may result in additional clinical and
microbiological benefits.
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VIII. DISCUSIÓN En  este  trabajo  se  han  incluido  tres  estudios  centrados  en  el  papel  de   P. 
gingivalis  en  las  enfermedades  periodontales.  En  el  primer  estudio  se encontró  que  los  patógenos  periodontales  son  menos  susceptibles  a antimicrobianos  en  España  que  en  Holanda,  pero  no  se  encontraron diferencias  respecto  a  P.  gingivalis  (van  Winkelhoff  et  al.,  2005).  En  el segundo estudio, la microbiota subgingival de diferentes pacientes de Chile, Colombia  y  España,  presentaban  algunas  diferencias  relevantes,  que afectaban  a  las  proporciones  de  P.  gingivalis  (Herrera  et  al.,  2008). Finalmente,  se  comprobó  que  el  uso  coadyuvante  con  el  raspado  de azitromicina  en  la  periodontitis  asociada  a  P.  gingivialis,  mejoraba significativamente  los  resultados  clínicos  y  microbiológicos  (Oteo  et  al., 2010).  Respecto  al primer  estudio  (van Winkelhoff  et  al.,  2005)  se demostró que la CMI50 y la CMI90 varía entre dos países con diferentes políticas de uso de antibióticos históricamente,  como son Holanda y España  (Baquero 1996; Cars et al., 2001). Los resultados mostraron diferencias significativas para  los  antibióticos  β‐lactámicos.  como  penicilina  G,  para  los  que  fue necesaria una CMI mayor en  las muestras aisladas en pacientes españoles frente a P. intermedia (p=0.011) y F. nucleatum (p=0.002). Los valores CMI para amoxicilina eran mayores en las muestras de pacientes españoles para 
P.  intermedia  (p=0.002)  y  P.  micra  (p=0.012).  Estudios  previos  (van Winkelhoff et al., 1997) ya demostraron la producción de β‐lactamasas en la microflora  subgingival  de  pacientes  con  periodontitis;  en  el  presente estudio,  la amoxicilina reforzada con ácido clavulánico mostró mejoras de 
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la CMI90 al compararlo con la amoxicilina sin protección, no encontrándose diferencias entre los dos países.   La  CMI90  para  la  tetraciclina  fue  mayor  en  las  cepas  de  los  pacientes españoles  para  todas  las  bacterias  analizadas  al  compararlas  con  los pacientes  holandeses.  La  CMI  necesaria  para  ciprofloxacino  fue mayor  en las  cepas  de F. nucleatum (p=0.035)  de  los  pacientes  holandeses  y mayor para las cepas de P. gingivalis (p=0.005) de los pacientes españoles.   La  CMI para  azitromicina  fue mayor para P. micra  en  las  cepas  españolas (p=0.005), y no se encontraron diferencias significativas para metronidazol ni para amoxicilina más clavulánico como se acaba de comentar. Aún así, la CMI90 de metronidazol de 256 µg/ml necesaria para las cepas españolas de 
A. actinomycetemcomitans, frente a  las 64 µg/ml necesarias para  las cepas holandesas,  puede  hacer  pensar  que  la  eficacia  clínica  al  combinar  este antimicrobiano  con  amoxicilina  para  actuar  frente  a  A. 
actinomycetemcomitans,  tal  y  como  han  demostrado  eficacia  estudios previos  (van Winkelhoff  et  al.,  1989; Berglundh et al.,  1998; Winkel et  al., 2001)  puede  no  ser  suficiente  en  España  al  compararlo  con  otros  países europeos.  Las resistencias bacterianas a los diferentes antibióticos también fue mayor en  líneas  generales  para  las  cepas  de  pacientes  españoles.  Un  número significativo  de  cepas  de  F.  nucleatum  de  pacientes  españoles  mostraron resistencia a penicilina G (p=0.038), amoxicilina (p=0.038) y metronidazol (p=0.043). Las cepas de P. micra mostraron resistencia a azitromicina (tres cepas  holandesas  y  dos  españolas)  y  una  cepa  española  fue  resistente  al metronidazol. 
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A.  actinomycetemcomitans mostró  un  alto  nivel  de  resistencias  frente  a penicilina G, clindamicina y metronidazol, siendo resistente en al menos un 20%  de  las  cepas  españolas  y  holandesas,  las  cepas  españolas  eran resistentes  además  a  ciprofloxacino  y  amoxicilina  más  clavulánico  y  tres cepas  eran  resistentes  a  azitromicina.  Se  encontraron  diferencias significativas  entre  países  para  amoxicilina  (p=0.013)  y  azitromicina (p=0.009). Las cepas de P. gingivalis de ambos países eran susceptibles para todos los antibióticos analizados.   El objetivo del segundo  estudio  de  este  trabajo  (Herrera  et  al.,  2008) fue  evaluar  la  composición  de  la  microflora  de  países  geográficamente alejados,  como  son  Chile,  Colombia  y  España.  Los  resultados microbiológicos más  destacados  fueron  que  la  frecuencia  de  detección  de dos  de  los  periodontopatógenos  más  importantes  fue  similar  en  los  tres países. Así, A. actinomycetemcomitans  se detectó en menos del 20% de  los pacientes  en  todos  los  grupos  poblacionales  analizados,  mientras  que  P. 
gingivalis  se  detectó  en  una  prevalencia  superior  al  65%  en  todos  los grupos,  no  encontrándose  diferencias  significativas  entre  los  tres  países para  ambos  patógenos.  Tampoco  se  encontraron  diferencias  en  la frecuencia  de  detección  entre  países  para  Capnocytophaga  spp.  mientras que en el resto de bacterias analizadas (T. forsythia, Fusobacterium spp., P. 
micra, E. corrodens), sí se apreciaron diferencias entre países.   Respecto  a  la  proporción  de  cada  bacteria  en  las  muestras  positivas,  se encontraron  bajas  proporciones  para    A.  actinomycetemcomitans,  sin diferencias  significativas  entre  países,  mientras  que  sí  se  encontraron 
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diferencias  entre  países  para  P.  gingivalis  (p<0.001)  con  menores porcentajes  en  Colombia,  al  compararlos  con  Chile  y  España.  También  se encontraron  diferencias  entre  todos  los  grupos  para  P. 
intermedia/nigrescens. La proporción de Capnocytophaga spp. en todos  los grupos  fue  baja,  pero  sí  se  encontraron  diferencias  significativas  (p<0.05, entre  Chile  y  España).  Los  porcentajes  de  Fusobacterium  spp.  fueron diferentes entre grupos  (p=0.01, entre Chile y Colombia) así  como para P. 
micra  (p=0.01,  entre  España  y  Colombia  con  Chile).  No  se  encontraron diferencias significativas entre los tres grupos analizados para T. forsythia. 
 
 Por  último,  en  el  tercer  estudio  de  este  trabajo  (Oteo  et  al.,  2010)  se evaluó la eficacia clínica y microbiológica del raspado y alisado radicular, en pacientes  que  presentaban  P.  gingivalis,  asociado  con  azitromicina,  al compararlo  con  un  grupo  placebo.  Los  resultados  clínicos  mostraron reducción de la PS estadísticamente significativa (p<0.001) en el grupo test frente al placebo (0.78 mm frente a 0.38 mm, respectivamente) al final del estudio (6 meses). La ganancia de  inserción mostró cambios significativos (p=0.004) en el grupo test al compararlo con la visita inicial, mientras que no se encontraron diferencias para el grupo control; de manera adicional, las  diferencias  inter‐grupo  fueron  significativas  al  comparar  las  visitas inicial y a 1 mes (p=0.015) y se observaron tendencias tras 3 (p=0.026) y 6 meses (p=0.016).  Los  principales  resultados  microbiológicos  mostraron  una  reducción significativa de  la  frecuencia de detección de P. gingivalis  en el  grupo  test tras 1 (p<0.001), 3 (p=0.003) y 6 meses (p=0.001), siendo esta de un 42.9% en el grupo test a los 6 meses frente a un 80% en el grupo control, donde no 
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se  observaron  reducciones  significativas.  Cabe  destacar  también  la reducción  de  la  frecuencia  de  detección  de  T.  forsythia  y  A. 
actinomycetemcomitans en el grupo test al comparar la visita inicial con  los 6 meses, pasando de 40% a 0% para el primero y de 13.13% a 0% para el segundo, mientras que apenas se produjo disminución para T. forsythia en el grupo control   entre la visita inicial y los 6 meses (de 15.4% a 10.0%) e incluso se produjo un aumento para A. actinomycetemcomitans, pasando de 23.1%  a  40.0%.  La  diferencia  inter‐grupo  para A.  actinomycetemcomitans fue significativa a los 6 meses, mientras que sólo la visita del primer mes lo fue al comparar P. gingivalis (p=0.004).  En cuanto a la evolución en el porcentaje de flora presente, en el grupo test se observó una reducción significativa del porcentaje de P. gingivalis al mes (p=0.002) y 3 meses (p=0.006) y una tendencia a los 6 meses (p=0.021), el grupo  control  mostró  reducciones  no  significativas  al  mes,  pero  se recuperaron  los  valores  iniciales  a  los  3  y  los  6  meses.  Además  de  la evolución  mencionada  para  P.  gingivalis,  sólo  se  observaron  reducciones significativas  en  el  porcentaje  de  flora  para  P.  intermedia  a  los  6  meses (p=0.010) y un aumento no significativo para P. micra a  los 6 meses en el grupo test. No se observaron variaciones  importantes en  la proporción de flora de los otros patógenos evaluados.   Considerando de manera  conjunta  los  resultados de  los  tres  estudios  que componen  este  trabajo,  puede  sugerirse  una  diferente  eficacia  de  los antimicrobianos en función del país donde se empleen, lo que puede hacer variar  la  estrategia  antimicrobiana,  que  deberá  ser  adaptada  a  la localización geográfica. Los resultados del segundo estudio indicaron que la 
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frecuencia de detección de la principales bacterias periodontopatógenas es similar  en países  tan distantes  como Chile,  Colombia  y España,  pero  sí  se encontraron diferencias en las proporciones de esas bacterias en la flora en los pacientes positivos. El empleo de antimicrobianos específicos, dirigidos frente a patógenos como P. gingivalis que, como se ha visto se encuentra en torno a un 65% de los pacientes con periodontitis independientemente del país, ha demostrado su eficacia coadyuvante al raspado y alisado radicular (Herrera et al., 2008; Haffajee et al., 2003). Aunque la primera opción para el manejo de la periodontitis asociada a P. gingivalis suele ser metronidazol, el empleo de un antimicrobiano más sencillo en su posología y con escasa frecuencia  de  efectos  adversos,  como    azitromicina,  puede  ser  de  gran utilidad en el tratamiento de la periodontitis.  
 
Resistencias bacterianas en pacientes con periodontitis crónica Estudios previos han demostrado que  las  resistencias de  las bacterias del biofilm bacteriano subgingival frente a diferentes antibióticos fue mayor en España  que  en  Holanda  (van  Winkelhoff  et  al.,  2000).  Esta  mayor prevalencia de resistencias,  frente a  los antimicrobianos sistémicos, puede ser  debida  al  mayor  consumo  de  antibióticos  (Baquero  1996;  Cars  et  al., 2001) o a una peor colaboración en la pauta de administración (Pradier et al.,  1997)  en  España,  entre  otros  factores.  Como  ejemplo,  en  el  estudio realizado  por  Herrera  et  al.,  (2000)  para  comparar  la  prevalencia  de bacterias productoras de β‐lactamasas en España y Holanda, el 54% de los pacientes del grupo español habían consumido antibióticos en  los últimos 12 meses frente al 19% de el grupo holandés.   
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Estudios  más  recientes  han  evaluado  la  prevalencia  de  resistencias  a diferentes  antibióticos,  con  resultados  dispares.    Ardila  et  al.,  (2010), evaluaron  la  susceptibilidad  in  vitro  de  diferentes  bacterias peridontopatógenas  a  metronidazol,  amoxicilina,  amoxicilina/ácido clavulánico, clindamicina y moxifoxacino de 76 pacientes con periodontitis  crónica  en  Colombia.  Estos  autores  encontraron  que  todas  las  bacterias aisladas  eran  sensibles  a  amoxicilina/ácido  clavulánico  y  a moxifloxacino, pero  mostraban  una  susceptibilidad  más  variable  a  metronidazol  y clindamicina:  el  21.56%  de  las  cepas  de  P.    gingivalis  aisladas  eran resistentes a metronidazol, así como el  25% de  las cepas de F. nucleatum y el 26.66% de  las cepas de Prevotella spp.  (Ardila et al., 2010). Rams et al., (2013) evaluaron la presencia de bacterias productoras de β‐lactamasas en 564  pacientes  con  periodontitis  crónica  residentes  en  Estados  Unidos  y evaluaron la resistencia in vitro a metronidazol a una dosis de 4 µg/mL en aquellas  bacterias  que  hubieran  demostrado  ser  productoras  de  β‐lactamasas.  Los  autores  observaron  que  el  52.1%  de  los  pacientes  tenían bacterias  productoras  de  β‐lactamasas,  siendo  estas  principalmente  P. 
intermedia/nigrescens, F. nucleatum y otras especies de Prevotella. Ninguna de  las  cepas  de  P.  gingivalis  y  A.  actinomycetemcomitans  estudiadas mostraron  actividad  β‐lactamasa.  De  aquellas  bacterias  que  demostraron tener  actividad    β‐lactamasa,  el  98.9%  eran  susceptibles  a  metronidazol (Rams  et  al.,  2013).  En  este  segundo  estudio  no  se  evaluó  la  eficacia  de metronidazol  frente  a P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans,  ya  que no demostraron  tener  actividad  β‐lactamasa,  pero  resulta  interesante comparar  ambos  estudios  y  valorar  como  el  98.9%  de  las  cepas  de  F. 
nucleatum  y  Prevotella  spp.  eran  susceptibles  al  metronidazol  en  la población estadounidense, mientras que en la población colombiana existen unas  resistencias  del  26.66%  y  del  25%,  respectivamente,  además  de  un 
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21.56%  de  las  cepas  de  P.    gingivalis.  Esto  puede  sugerir  que  las susceptibilidades  de  las  bacterias  periodontopatógenas  a  los  antibióticos varían en función de la localización geográfica y que las pautas antibióticas efectivas pueden ser diferentes en función de cada país. El mismo grupo de trabajo (Rams et al., 2014), ha realizado un estudio en el que ha evaluado in 
vitro, la resistencia a varios antibióticos en 400 pacientes norteamericanos, tomando las muestras de múltiples clínicas privadas de la costa este, y han observado,  que  siendo  la  prevalencia  de  P.  gingivalis  de  un  78%  en  la población analizada, era muy raro que esta bacteria presentara resistencia a  los  antibióticos  evaluados.  Sólo  se  encontraron  resistencias  a  la clindamicina en el 1% de  los pacientes, a  la amoxicilina en el 2.4% y   a  la doxiciclina en el 29.5% de los pacientes, y no se encontró ningún paciente en el que P. gingivalis  fuera resistente a metronidazol o a amoxicilina más metronidazol  Los  dos  métodos  más  frecuentemente  empleados  para  evaluar  las resistencias bacterianas a antimicrobianos en el biofilm subgingival son el empleo  de  placas  de  agar  que  contienen  concentraciones  de  diferentes antibióticos  y  la  técnica  de  E‐test.  Con  la  primera  se  determina  la proporción  de  placa  bacteriana  susceptible  a  los  antimicrobianos analizados, y se puede evaluar la media de diferentes especies bacterianas que crecen en las placas y el porcentaje de colonias bacterianas resistentes a los antimicrobianos analizados. El segundo método empleado, el E‐test, es el  que  se  utilizó  en  esta  investigación.  Tras  obtener  el  crecimiento bacteriano  en  placas  de  agar  sangre  mediante  el  método  descrito  en  el material y métodos, se sembraron en placas en las que además se colocaban dos tiras que contienen diferentes concentraciones de antibiótico a lo largo de la tira, tras lo que se incuban las placas durante 3 días. Tras este periodo, 
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se  analizaban  las  zonas de  inhibición bacteriana,  es  decir,  a  partir  de que concentración  no  crecen  bacterias,  determinándose  la  concentración mínima  inhibitoria  (CMI).  Con  los  datos  de  todas  las  cepas  analizadas,  se calculó  la  CMI90,  es  decir,  la  concentración  de  antimicrobiano  necesaria para  impedir  el  crecimiento  bacteriano  in  vitro  del  90%  de  la  cepas  y  la CMI50  (lo  mismo,  para  el  50%  de  las  cepas  estudiadas).  El  E‐test  ha demostrado  ser  una  técnica  fiable  para  la  evaluación  de  las susceptibilidades antibióticas de bacterias anaerobias  (Citron et al., 1991) mostrando una excelente correlación con el método de referencia hasta el momento (método de dilución en agar) a  lo que hay que añadir  la ventaja de ser un método comercialmente preparado y estandarizado muy sencillo de  utilizar  y  con menos  posibles  errores  de  procesado  al  compararlo  con otros  métodos  como  los  métodos  de  dilución,  La  técnica  también  ha demostrado  ser  efectiva  para  la  evaluación  de  la  susceptibilidad antimicrobiana de  la  flora subgingival  (Nachnani et al., 1992). Como ya se ha  comentado,  los  valores  de  la  CMI  y  el  mayor  porcentaje  de  bacterias periodontales resistentes en España, puede ser debido a un mayor consumo de  antibióticos  y  a  una  peor  colaboración  en  la  pauta  de  administración (Pradier et al., 1997).  Como acabamos de comentar, determinadas bacterias periodontopatógenas han  demostrado  producir  β‐lactamasas  (van  Winkelhoff  et  al.,  1997; Herrera  et  al.,  2000;  Rams  et  al.,  2013),  siendo  la  producción  de  este compuesto mayor en  las bacterias aisladas en pacientes españoles que en pacientes holandeses (Herrera et al., 2000). En nuestro estudio,  la eficacia de penicilina y amoxicilina frente a cepas de P. intermedia, F. nucleatum y A. 
actinomycetemcomitans, era menor  en  los  pacientes  españoles  que  en  los holandeses, siendo necesaria una CMI mayor para estos antimicrobianos. Al 
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añadirle a estos antimicrobianos un compuesto β‐lactámico como el ácido clavulánico,  se  observó  una  reducción  clara  de  los  valores  CMI90  al compararlos  con  los  de  la  amoxicilina.  La  CMI90  para  tetraciclina  fue significativamente mayor en los pacientes españoles frente a los holandeses, mientras  que  la  susceptibilidad  a  metronidazol,  que  es  uno  de  los antibióticos de elección en el tratamiento de las periodontitis, fue similar en las  bacterias  de  ambos  países,  salvo  para  A.  actinomycetemcomitans.    A. 
actinomycetemcomitans  no  es  un  anaerobio  estricto  y  se  ha  visto  que responde  bien  a  la  combinación  de  metronidazol  más  amoxicilina  (van Winkelhoff al., 1989; Berglundh et al., 1998; Winkel et al., 2001), aunque la CMI90  para  metronidazol  de  >256  µg/ml  de  las  cepas  de  A. 
actinomycetemcomitans  aisladas  en  España,  frente  a  >64µg/ml  de  las aisladas  en Holanda,  sugieren que  las pautas  antibióticas pueden o deben ser diferentes en los distintos países europeos, no pudiéndose recomendar una pauta única para todas las poblaciones.  
Caracterización de la microbiota subgingival Además de conocer la eficacia que tienen los tratamientos antimicrobianos en  las  diferentes  poblaciones  debido  a  las  diferentes  prevalencias  de resistencias  bacterianas,  resulta  interesante  conocer  si  la  flora  bacteriana subgingival  es  similar  entre  los  pacientes  de  diferentes  localizaciones geográficas,  ya  que  en  caso  de  que  la  composición  de  la  microbiota subgingival  tenga  una  composición  diferente,  las  estrategias  terapéuticas pueden diferir entre los diferentes países. No existen muchos estudios que hayan comparado  la  flora subgingival de diferentes países y  la mayoría se han  realizado  en  Norte  América,  Europa  y  Japón.  Existen  muy  pocos estudios  que  hayan  comparado  la  composición  de  la  flora  subgingival  en países  latinoamericanos  (López 2000; Gajardo et  al.,  2005; Ximenez‐Fyvie 
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et al., 2006; Botero et al., 2007; Botero et al., 2007; Lafaurie et al., 2007) e incluso menos que hayan comparado las diferencias entre diferentes países (Sanz et al., 2000; Haffajee et al., 2004; López et al., 2004).   Los pacientes analizados en el presente estudio mostraron diferencias entre países  en  un  aspecto  que  puede  tener  influencia  en  la  composición  de  la flora  subgingival  como  es  el  consumo  de  tabaco.  Así,    el  porcentaje  de pacientes  fumadores  era  significativamente  mayor  en  los  pacientes españoles (36.4%) y chilenos (29.7%), respecto a  los colombianos (7.3%). A pesar de esta mayor  frecuencia de pacientes  fumadores,  la PS media de los  pacientes  colombianos  era  significativamente  mayor  en  los  pacientes colombianos  (7.9 mm),  al  compararlos  con  los  españoles  (5.7 mm)    y  los chilenos (5.4 mm).  El  tabaco  ha  demostrado  que  puede  influir  en  la  composición  de  la  flora subgingival.  van Winkelhoff  et  al.,  (2001) estudiaron  la  composición de  la flora en pacientes periodontales  fumadores y no  fumadores  tratados y no tratados.  En  el  grupo  de  pacientes  periodontales  fumadores,  no  tratados previamente, que es el grupo que se puede comparar con los resultados del presente  estudio,  observaron  que  había  mayor  prevalencia  de  P 
intermedia/nigrescens  y  mayor  prevalencia  de  T.  forsythia,  P.  micra  y  F. 
nucleatum  frente a los pacientes no fumadores no tratados. La prevalencia de estas bacterias en los pacientes tratados también fue mayor en el grupo de pacientes fumadores. Al comparar el recuento total de la flora anaerobia, los  autores  también observaron que el porcentaje medio de P. micra    y F. 
nucleatum  eran  mayores  en  ambos  grupos  de  pacientes  fumadores  al compararlos  con  los  no  fumadores.  No  se  encontraron  diferencias estadísticamente  significativas  entre pacientes  fumadores y no  fumadores 
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en la prevalencia de P. gingivalis,  A. actinomycetemcomitans o P. intermedia, así como tampoco en el porcentaje de estas bacterias en el recuento total de flora  anaerobia.  En  un  estudio  posterior,  utilizando PCR  como método de análisis, Gomes et al., (2006) también encontraron mayores recuentos de P. 
micra  en  los  pacientes  fumadores.  Otros  estudios  no  han  encontrado diferencias en la microflora presente al comparar pacientes fumadores con pacientes  no  fumadores  (Van  der  Velden  et  al.,  2003).  En  el  presente estudio,  los  pacientes  españoles  y  chilenos  presentaban  una  mayor frecuencia de detección de P. micra que los pacientes colombianos.  De manera general, se puede decir que la flora subgingival de los pacientes chilenos,  colombianos  y  españoles  difiere  en  cuanto  a  la  frecuencia  de detección  y  la  proporción  de  bacterias  periodontopatógenas  importantes, como  las  del  complejo  rojo P. gingivalis  y T.  forsythia, y  bacilos  entéricos. Los  pacientes  colombianos  presentaron  una  cantidad  de  unidades formadoras de colonias por mL significativamente diferentes que los otros grupos:  estos  pacientes  no  solo  tenían  un  mayor  recuento  bacteriano, también mostraban una variabilidad menor. Por el contrario, los pacientes chilenos presentaban menor  cantidad de    bacterias pero  con un  rango de variabilidad más  amplio.  La  prevalencia  de A. actinomycetemcomitans y P. 
gingivalis  fue similar en los tres países (20% y 65%, respectivamente), sin diferencias  estadísticamente  significativas  entre  los  tres  grupos.  La proporción  de A. actinomycetemcomitans  en  las muestras  positivas  en  los tres  países  no  mostró  diferencias  estadísticamente  significativas;  sin embargo,  la  proporción de P. gingivalis  en  las muestras positivas  sí  varió, siendo mayor en Chile y España que en Colombia (34.1% y 22.21%, frente a 5.49%,  respectivamente).  Las  diferencias  eran  estadísticamente significativas entre Chile y España, al comparar con Colombia, y también se 
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encontraron  diferencias  significativas  entre  los  tres  grupos,  tanto  en  la frecuencia de detección como en la proporción bacteriana, en las muestras positivas para E. corrodens, P. micra,  y Fusobacterium spp.  Se encontraron diferencias en la proporción de Capnocytophaga spp. entre los tres grupos, pero no  en  el  porcentaje de detección. Por  el  contrario,  sí  se  encontraron diferencias entre grupos para  la  frecuencia de detección de P. intermendia pero  no  para  la  proporción  bacteriana  en  las  muestras  positivas.  No  se encontró ningún paciente portador de bacterias entéricas en  los pacientes españoles, frente a un 17.7% de los chilenos y un 36.6% de los colombianos.  En  un  estudio  similar  en  el  que  se  comparó  la  microbiota  subgingival, mediante  sondas  con  hibridación  ADN‐ADN  en  tablero  de  ajedrez,  de poblaciones  distantes  como  Santiago  de  Chile  y  Boston.  Además  el  nivel económico‐educacional  era  muy  diferente:  medio‐bajo  en  los  pacientes chilenos,  en  los  que  sólo  uno  de  ellos  había  visitado  un  dentista  en  los últimos  8  años,  frente  a  los  norteamericanos,  donde  todos  los  pacientes habían acudido al dentista en los últimos 2 años y la mayoría de ellos en los últimos  3‐6  meses.  Los  autores  observaron  que,  tras  ajustar  para  las diferencias  clínicas  entre  ambas  poblaciones,  los  pacientes  chilenos presentaban  niveles  más  elevados  de  las  bacterias  del  grupo  rojo  al compararlo con  los pacientes de Boston. De  las 40 especies analizadas, 16 diferían  significativamente  entre  los  pacientes  chilenos  y  los estadounidenses,  tanto  en  porcentaje  de  localizaciones  colonizadas,  como en  proporción  de  las  especies  (Lopez  et  al.,  2004).  Haffajee  et  al.,  (2004) compararon  mediante  la  misma  técnica  la  composición  de  la  microbiota subgingival  de  Estados Unidos,  Chile,  Brasil  y  Suecia  y  observaron  que  la microbiota subgingival existente entre los pacientes de los cuatro países era muy  diferente.  Trece  de  las  40  especies  analizadas mostraron  diferencias 
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entre los pacientes de los cuatro países: los pacientes brasileños mostraron las  mayores  proporciones  de  A.  naeslundii  genoespecie  1,  S.  gordonii,  S. 
sanguis, Streptococcus intermedius, Streptococcus constellatus, E. nodatum y 
T.  denticola.  Los  pacientes  chilenos  mostraron  las  mayores  proporciones medias de P. gingivalis y F. periodonticum y los pacientes suecos mostraron las  proporciones  medias  más  elevadas  de  Capnocytophaga  gingivalis,  C. 
gracilis, P. micra y Leptotrichia buccalis. Respecto a  las bacterias del grupo rojo,  P.  gingivalis  se  encontró  en  mayores  proporciones  en  los  pacientes chilenos,  T.  denticola  en  los  sujetos  brasileños,  y  no  se  encontraron diferencias entre los cuatro países en la proporción de T. forsythia.  
 
Efectos  del  tratamiento  periodontal  no  quirúrgico  con  el  uso 
coadyuvante de azitromicina Los  resultados  de  las  dos  primeras  publicaciones  de  este  trabajo, comparando  las  resistencias  bacterianas  en  pacientes  de  diferentes localizaciones  geográficas,  así  como  la  composición  de  la  microbiota  en países  geográficamente  alejados,  pueden  hacer  pensar  que  el  tratamiento de  las  enfermedades  periodontales  puede  requerir  pautas  diferentes  en función de  cada país y que  la  interpretación de  los estudios  realizados en diferentes áreas geográficas, puede no ser aplicable a todas las poblaciones.  El  uso  de  antimicrobianos  sistémicos  coadyuvantes  al  raspado  y  alisado radicular  ha  sido  evaluado  en  diferentes  revisiones  sistemáticas presentadas  en  reuniones  de  consenso  de  la  Federación  Europea  de Periodoncia  y  de  la  Academia  Americana  de  Periodoncia  (Herrera  et  al., 2002;  Haffajee  et  al.,  2003;  Herrera  et  al.,  2008).  Estas  revisiones  han evidenciado  que  su  uso  puede  estar  justificado  en  determinadas 
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condiciones clínicas, como en pacientes con bolsas profundas, pacientes con enfermedad  activa  o  con  perfiles microbiológicos  específicos.  Además,  de acuerdo a la revisión de Herrera  et al., (2008), estos antimicrobianos van a ser más  efectivos  si  se  cumplen una  serie  de  recomendaciones,  como  son realizar el tratamiento en el menor tiempo posible (menos de una semana), realizar  un  desbridamiento  de  calidad  y  administrar  el  antimicrobiano  el día  que  se  complete  el  tratamiento.  Para  obtener  los  mejores  resultados posibles, en el presente trabajo se siguieron estas recomendaciones, todos los pacientes eran portadores de P. gingivalis, los pacientes completaron el tratamiento  en  menos  de  una  semana  y  éste  fue  realizado  por  un periodoncista.  Los resultados obtenidos fueron favorables al uso de la azitromicina, a los 6 meses: la reducción de PS fue de 0.78 mm en el grupo test frente a 0.38 mm en  el  grupo  control,  siendo  esta  diferencia  estadísticamente  significativa (p=0.009).  La  ganancia  de  inserción  clínica  también  fue  favorable  para  el grupo  test,  con  0.76  mm  frente  a  0.28  mm  (p=0.016).  Los  pacientes incluidos en este estudio eran pacientes con periodontitis moderada, siendo la profundidad de sondaje inicial de 2.99 mm en el grupo test y 2.84 mm en el grupo control, por lo que no se podían esperar grandes reducciones en la profundidad  de  sondaje,  ya  que  estudios  previos  han  demostrado  que  la reducción  en  la  profundidad  de  sondaje  es  mayor  en  las  localizaciones profundas (Herrera et al., 2002; Guerrero et al., 2005).   Los  resultados  de  los  estudios    en  los  que  se  ha  evaluado  la  eficacia  de azitromicina,  como  coadyuvante  al  raspado  y  alisado  radicular, muestran resultados  dispares:  mientras  que  hay  estudios  que  sí  han  encontrado diferencias  significativas  favorables  a  la  azitromicina,  tanto  en  pacientes 
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con  profundidades  de  sondaje  iniciales  elevadas  (>6  mm)  (Haas  et  al., 2008), moderadas de 5 mm  (Yashima et al., 2009) o iniciales, de alrededor de 4 mm (Mascarenhas et  al.,  2005; Gomi et  al.,2007; Botero et  al.,  2013) otros,  no  encontraron  diferencias  favorables  al  grupo  que  usaba azitromicina (Smith et al., 2002; Haffajee et al., 2008; Sampaio et al., 2011; Emingil et al., 2012; Haas et al., 2012; Han et al., 2012).  De  los  estudios que han obtenido mejores  resultados  clínicos  en  el  grupo que  tomó  azitromicina,  el  que  ha  conseguido  unos  resultados  más llamativos  es  el  estudio  de  Haas  et  al.,  (2008),  en  el  que  evaluaron  la respuesta  al  tratamiento  en  un  grupo  de  pacientes  con  periodontitis agresiva  que  presentaban  una  PS  inicial  media  de  6.3‐6.7 mm,  en  el  que obtuvieron una reducción media de la PS de 2.88 mm en el grupo test frente a  1.85 mm en  el  grupo placebo. Otros  estudios  con periodontitis  iniciales más moderadas, como el de Yashima et al.,  (2009), obtuvieron reducciones de  la PS de 1.60 mm en el  test  frente a 1.10 mm en el placebo, y estudios con periodontitis más parecidas a las de los pacientes del presente estudio, en las que la PS inicial era alrededor de 4 mm, los cambios fueron de 1.62 mm frente a 0.75 mm (Gomi et al., 2007) o de 1.33 mm frente a 0.45 mm (Mascarenhas et al., 2005), para los grupos test y placebo, respectivamente. Botero et  al.,  (2013)  compararon  la  respuesta  clínica  al  raspado y  alisado radicular más azitromicina fretne a un grupo control al que se le administró un placebo en un grupo de pacientes diabéticos. Los resultados observaron una  mayor  reducción  de  la  PS  media  en  el  grupo  test,  sin  embargo  no encontraron  diferencas  en  el  NIC  entre  ambos  grupos  tras  9 meses.  Este estudio evaluó los resultados microbiológicos que fueron publicados en un artículo  separado  (Hincapié  et  al.,  2015)  no  observando  diferencias microbiológicas entre ambos grupos. 
  119 
 A  continuación,  se  describen  algunos  de  los  estudios  que  no  detectaron diferencias significativas a favor del grupo que empleaba azitromicina, y se discuten las posibles razones para esa falta de resultados favorables: 
• Sampaio  et  al.,  (2011)  evaluaron,  a  6  meses  y  1  año,  un  grupo  de pacientes  con  periodontitis  severa,  en  el  que  el  5%  de  las localizaciones  presentaba  una  PS>10  mm,  y  compararon  un  grupo placebo frente a un grupo test en el que administraban azitromicina 500mg/24h/5  días.  En  ambos  grupos  obtuvieron  una  respuesta clínica  al  tratamiento muy  buena,  ya  que  la  PS media  se  redujo  de 4.82 mm a 3.24 mm en el grupo test y de 5.02 mm a 3.36 mm en el grupo  control,  siendo  la  diferencia  estadísticamente  significativa intragrupo,  pero  no  intergrupo.  Al  evaluar  el  resultado  del tratamiento  en  función  de  la  profundidad  de  sondaje  inicial,  las localizaciones  profundas,  con  una  PS>7  mm  obtuvieron  una reducción de la profundidad de sondaje de 3.56 mm en el grupo test y de 3.65 mm en el grupo control, y el nivel de inserción clínica medio pasó de 5.51 mm a 4.43 mm en el grupo test y de 5.74 mm a 4.70 mm en  el  grupo  control.    Uno  de  los motivos  por  los  que  puede  que  no obtuvieran diferencias entre grupos, es por los excelentes resultados obtenidos  en  el  grupo  control,  en  el  que  consiguieron  transformar bolsas  muy  profundas  en  bolsas  profundas,  obteniendo  resultados mucho mejores  que  en  otros  estudios del mismo grupo  (Carvalho  y cols 2004, Matarazzo y  cols 2008, Feres y  cols 2009, Mestnik y  cols 2010).  
• Emingil  et  al.,  (2012)  evaluaron  el  efecto  clínico  y  microbiológico (mediante  PCR  cuantitativa),  al  comparar  un  grupo  control  al  que realizaron  raspado  más  placebo,  frente  a  un  grupo  test  al  que 
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realizaron raspado más azitromicina 500mg/24h/3d y evaluaron los resultados a  los 6 meses en un grupo de pacientes con periodontitis agresiva.  Los  resultados  no  mostraron  diferencias  estadísticamente significativas  entre  ambos  grupos  en  la  reducción  de  la  PS  ni  en  la ganancia de  inserción  clínica en ninguno de  los periodos analizados (1,  3  y  6  meses),  tanto  para  la  media  de  las  localizaciones,  como estratificando  por  profundidades  de  sondaje.  La  única  diferencia observada entre grupos fue que el porcentaje de localizaciones que en la visita inicial presentaban una PS>7 mm y obtuvieron una reducción >3  mm  al  mes,  fue  significativamente  mayor  en  el  grupo  test.  Sin embargo, a los 3 y 6 meses no se apreciaron diferencias entre grupos.  
• Han et al., (2012) tampoco encontraron diferencias estadísticamente significativas entre grupos, obtuvieron una reducción de la PS de 1.81 mm en el grupo test frente a 1.66 mm en el grupo control.  El presente estudio es uno de los pocos existentes en la literatura en el que se  selecciona  a  los  pacientes  en  función  de  un  perfil  microbiológico específico  (presencia  de  P.  gingivalis).    Además,  para  evitar  confusiones debido a la severidad de la periodontitis, todos los pacientes seleccionados presentaban  periodontitis  moderadas,  que  debían  en  principio  sólo requerir  tratamiento  periodontal  básico  de  raspado  y  alisado  radicular, aquellos  pacientes  que  presentaban  una  localización  con  PS  >7  mm  por cuadrante eran excluidos del estudio.. De hecho, la PS media inicial se puede considerar relativamente baja (2.99 mm en el test, 2.84 mm en el control).   De  los  estudios  publicados  que  evalúan  la  eficacia  microbiológica  de azitromicina  en  el  tratamiento  periodontal,  algunos  encontraron reducciones  significativas  de  P.  gingivalis  tras  1  y  3  meses  (Sefton  et  al., 
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1996; Mascarenhas et al., 2005; Gomi et al., 2007) o 9 meses (Yashima et al., 2009), con rebotes a los 5 meses (Sefton  et al., 1996), 6 meses (Gomi et al., 2007)  o  9  meses  (Yashima  et  al.,  2009).  Otros  no  encontraron  ningún impacto microbiológico a  los 6 (Haffajee et al., 2008; Sampaio et al., 2011; Haas et al., 2012; Emingil et   al., 2012; Han  et al., 2012) ni a los 12 meses (Haffajee  et  al.,  2008;  Sampaio  et  al.,  2011;  Haas  et  al.,  2012  )      en comparación con los resultados del grupo control.   En  la  mayoría  de  estos  estudios,  algunos  de  los  pacientes  presentaban presencia  de  P.  gingivalis  al  comienzo  del  estudio,  si  bien  este microorganismo no se detectó en el 100% de  los pacientes, por  lo que  los resultados en cuanto a la eficacia de azitromicina frente a esta bacteria no son comparables a los del presente trabajo.  Algunos  de  estos  estudios,  si  bien  no  seleccionaron  a  los  pacientes  en función de su perfil microbiológico, sí presentan resultados microbiológicos en  los  que  el  100% de  los  pacientes  tanto  del  grupo  test  como del  grupo control, eran portadores de P. gingivalis al comienzo del estudio (Sampaio et  al.,  2011;  Emingil  et  al.,  2012;  Han  et  al.,  2012),  por  lo  que, microbiológicamente,  serían  grupos  comparables  al  del  presente  estudio. Los  pacientes  de  estos  tres  estudios,  presentaban  periodontitis  más avanzadas que los pacientes de nuestro estudio, con PS medias iniciales que variaban  de  5  a  5.5  mm  frente  a  los  cerca  de  3  mm  de  PS  inicial  de  los pacientes  de  nuestro  estudio.  Resulta  llamativa  la  diferencia  en  los resultados microbiológicos  obtenidos:  en  el  presente  estudio,  en  el  grupo test la detección de P. gingivalis se redujo al 13.3% de los pacientes al mes, aumentando al 42.9% a los 6 meses; en los otros estudios, la reducción en el porcentaje de pacientes en los que P. gingivalis no era detectada no era tan 
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relevante,  con  niveles  de  detección  del  85%  (Emingil  et  al.,  2012),  80% (Sampaio et al., 2011) y 85.7% (Han et al., 2012) al mes. A los 6 meses, este dato  no  está  disponible  en  el  estudio  de  Sampaio  et  al.,  (2011), mientras que en el de Emingil et al., (2012) los niveles de detección se mantuvieron estables  en  el  85%  de  los  pacientes  a  los  6 meses,  y  en  el  de  Han  et  al., (2012) aumentaron al 100%.   Mientras que en el presente estudio se ha empleado el cultivo como método diagnóstico,  los otros autores emplearon hibridación ADN‐ADN en  tablero de  ajedrez  (Sampaio  et  al.,  2011)  o  PCR  cuantitativa  (Han  et  al.,  2012; Emingil et al., 2012). Una causa por la que pueda existir tanta disparidad en el porcentaje de detección de P. gingivalis post raspado, al compararlo con nuestro  estudio,  podría  ser  el  método  de  detección  empleado.  El  cultivo, tiene un límite de detección de 103‐104    frente a las sondas de ADN‐ADNA empleadas por Sampaio et al., (2011), que tienen un límite de detección de 105, lo que podría producir falsos negativos con cultivo al compararlos con sondas de DNA. Los estudios que emplearon PCR cuantitativa como método diagnóstico (Han et al., 2012; Emingil  et al., 2012), no especifican el límite de detección que tiene el método empleado, si bien existen estudios (Lau et al.,  2004)  que  han  comparado  ambos  métodos  diagnósticos  en  pacientes sanos,  con  gingivitis  y  con  periodontitis,  demostrando  una  elevada especificidad  y  sensibilidad  entre  ambos  métodos  en  la  detección  de  P. 
gingivalis.  Aún  así,  en  ese  estudio  comparativo  se  detectaron  13  casos positivos para el cultivo que fueron negativos para PCR y 7 casos negativos para  cultivo  y  positivos  para  PCR.  Estos  últimos  podrían  explicarse  como falsos negativos por los menores límites de detección de el cultivo, pero los 13 casos positivos para cultivo y negativos para PCR tienen una explicación más difícil. Once de esos 13 casos se produjeron en pacientes sanos o con 
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gingivitis y los autores argumentan que se pueda deber a la existencia de P. 
gingivalis  no  patogénica,  filotípicamente  similar  con  características fenotípicas idénticas (Lau et al., 2004).  Respecto a las proporciones de flora, P. gingivalis representaba el 21.5% de la flora de los pacientes del grupo test y el 17.7% en los pacientes del grupo control. Este porcentaje  se  consiguió  reducir  significativamente  tras 1 y 3 meses, mostrando una  tendencia  a  los 6 meses  en el  grupo  test, mientras que  en  el  grupo  control  no  se  encontraron  diferencias  significativas  en ninguno  de  los  periodos  de  estudio.  El  porcentaje  de  P.  gingivalis  en  los estudios  de  Sampaio  et  al.,  (2011)    y  Emingil  et  al.,  (2012)  se  redujo significativamente  en  ambos  grupos,  sin  diferencias  significativas  entre ellos. Sampaio et al., (2011) observaron una recolonización importante del grupo rojo en el periodo de los 6 meses al año, mientras que otros estudios no encontraron este rebote entre los 6 y los 12 meses (Haffajee et al., 2008; Haas et al., 2012)  Siguiendo las recomendaciones del Workshop Europeo de 2008 (Herrera et al.,  2008;  Sanz  &  Teughels  2008)  el  tratamiento  periodontal  de  los pacientes  fue  realizado  por  un  operador  con  experiencia,  en  el  menor tiempo  posible  (una  semana)  y  el  antibiótico  o  placebo  fue  administrado justo al  finalizar  la última sesión de desbridamiento. En  los otros estudios mencionados, con evaluación microbiológica, y que no obtienen tan buenos resultados,  el  tratamiento  periodontal  también  lo  realizó  un  operador experimentado,  y  el  antibiótico  o  placebo  se  suministró  después  de  la última  sesión  de  desbridamiento  mecánico.  En  los  estudios  el  los  que  se obtuvieron unos resultados clínicos favorables al grupo test, el tratamiento se realizó en menos de una semana (Mascarenhas et al., 2005; Gomi et al., 
  124 
2007; Pradeep et al., 2008; Yashima et al., 2009) a excepción de el estudio de Haas et al., (2008), donde el tratamiento se realizó en varias sesiones a lo largo  de    14  días.  Curiosamente,  este  estudio  es  el  que  obtiene  mejores resultados  clínicos,  pero  no  encontraron  diferencias  significativas  entre grupos a nivel microbiológico (Haas et al., 2012).  En los estudios en los que los resultados clínicos no fueron favorables para el grupo test, el tratamiento se realizó en dos (Smith et al., 2002; Sampaio et al.,  2011)  o  tres  semanas  (Haffajee  et  al.,  2007),  aunque  también  hubo estudios en los que el tratamiento se realizó en menos de una semana y no obtuvieron resultados favorables al grupo test (Han et al., 2012; Emingil et al., 2012).  La  concentración  de  azitromicina  en  los  tejidos  periodontales  inflamados desciende  del  50%  a  los  7  días,  al  20%  a  los  14  días,  por  lo  que  parece razonable  intentar completar el  tratamiento periodontal en menos de una semana.  Las  diferencias  en  los  resultados  microbiológicos  pueden achacarse a la diferencia en la severidad de la periodontitis, sugiriendo que azitromicina  puede  ser  un  buen  antimicrobiano  para  pacientes  con periodontitis moderadas, pero puede no ser tan eficaz microbiológicamente en  pacientes  con  periodontitis  severas,  ya  que  sólo  Haas  et  al.,  (2008) encontraron  una muy  buena  respuesta  clínica  al  emplear  azitromicina  en pacientes con periodontitis agresiva, aunque los resultados microbiológicos no mostraron diferencias significativas entre los grupos.    
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Selección  del  antimicrobiano  coadyuvante  en  función  de  los  perfiles 
microbiológicos El uso  indiscriminado de antibióticos en el  tratamiento de  la periodontitis no  está  exento  de  polémica,  ya  que  los  antimicrobianos  no  son  inocuos, pudiendo  producir  efectos  adversos  tales  como  un  aumento  de  las resistencias bacterianas, presencia de nauseas, dolor de cabeza, alteración del  gusto  o  incluso  colitis  pseudomembranosa  (Winkel  et  al.,  1997; Guerrero  et  al.,  2005;  Cionca  et  al.,  2010).  Por  ello,  parece  recomendable restringir  el  uso  de  antimicrobianos  sistémicos  en  el  tratamiento  de  la periodontitis, a ciertos pacientes y ciertas condiciones.  Para  prevenir  el  desarrollo  de  cepas  bacterianas  resistentes  a  los antibióticos, es recomendable seguir  las directrices recogidas por Preus et al., (2014) de acuerdo a las recomendaciones marcadas por la Organización Mundial  de  la  Salud  (OMS)  y  por  la  Unión  Europea  (UE)  que  son  las siguientes:  1)  Evitar  el  uso  innecesario  de  cualquier  antimicrobiano;  2) Utilizar antibióticos de bajo espectro siempre que sea posible; y 3) evitar la combinación  de  diferentes  antimicrobianos  salvo  en  caso  de  grandes infecciones  que  no  respondan  de  otra  forma.  En  concordancia  con  estos consejos,  se  recomienda  realizar  un  diagnóstico  microbiológico  antes  de recomendar  un  antimicrobiano  frente  a  cualquier  infección  en  general  y frente a la periodontitis en particular.  Existe  cierta  evidencia  que  indica  que  los  pacientes  con  perfiles microbiológicos determinados, responden mejor al uso de antibióticos que aquellos pacientes que no lo tienen. Winkel et al., (2001) observaron que la mejoría clínica tras la realización de un tratamiento de desinfección de boca 
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completa, con administración de amoxicilina más metronidazol, se producía principalmente  en  los  pacientes  positivos  para  P.  gingivalis  en  la  visita inicial.  También  observaron  que  los  pacientes  que  no  presentaban  P. 
gingivalis  al  comienzo  respondieron  igual  de  bien  en  los  grupos  test  y placebo, en términos de reducción de la PS y la reducción de bolsas >5 mm. Otros  estudios  como  los  de  Cionca  et  al.,  (2009;  2010)  observaron excelentes  resultados  clínicos,  independientemente  del  perfil microbiológico  inicial  de  los  pacientes,  al  comparar  el  grupo  test (amoxicilina 500 mg y metronidazol 350 mg) con el grupo placebo, aunque sí observaron diferencias significativas en  la  frecuencia de detección de A. 
actinomycetemcomitans,  P.  gingivalis  y  T.  forsythia  a  los  tres  meses, favorable  a  los  pacientes  del  grupo  test,  aunque  esta  diferencia  no  era significativa entre los grupos a los 6 meses.  La mayoría de  estudios que  evalúan el  efecto  clínico  y   microbiológico de una o varias  terapias antimicrobianas  frente a un placebo, no selecciona a los  pacientes  en  función  del  perfil  microbiológico  que  presentan,  sino  en función de parámetros clínicos (Listgarten et al., 1978; Lindhe et al., 1983; Joyston‐Bechal  et  al.,  1984;  Loesche  et  al.,  1984;  Al‐Joburi  et  al.,  1989; McCulloch et al., 1990; Söder et al., 1990; Kulkarni et al., 1991; Saxén et al., 1993;  Walker  et  al.,  1993;  Magnusson  et  al.,  1994;  Bain  et  al.,  1994; Berglundh et al., 1998; Ng & Bissada 1998; Palmer et al., 1999; Soder et al., 1999; Winkel et al., 1999; Caton et al., 2000; Golub et al., 2001; Ramberg et al.,  2001;  Sigusch  et  al.,  2001;  Rooney  et  al.,  2002;  Ehmke  et  al.,  2005; Guerrero  et  al.,  2005; Mascarenhas  et  al.,  2005;  Xajigeorgiou  et  al.,  2006; Gomi et al., 2007; Haas et al., 2008; Haffajee et al., 2008; Cionca et al., 2009; Yashima  et  al.,  2009;  Cionca  et  al.,  2010;  Mestnik  et  al.,  2010;  Yek  et  al., 2010; Sampaio et al., 2011; Heller et al., 2011; Varela et al., 2011; Emingil et 
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al., 2012; Goodson et al., 2012; Preus et al., 2013; Silva‐Senem et al., 2013). Esto  puede  sugerir    que  la  terapia  antimicrobiana  puede  administrarse indiscriminadamente,  independientemente del perfil microbiológico inicial o de la agresividad de la periodontitis (Gionca 2009), lo cual no está exento de  polémica  debido  al  los  posibles  efectos  adversos  anteriormente señalados  (van  Winkelhoff  &  Winkel  2009)  y,  a  su  vez,  a  los  excelentes resultados clínicos observados en la mayoría de estudios clínicos (Haffajee et al., 2006).  Sin embargo, si se busca la optimización en el uso de estos tratamientos, los resultados del presente trabajo observan resultados prometedores del uso de  azitromicina  en  el  tratamiento  de  pacientes  con  periodontitis  crónica moderada portadores de P. gingivalis,  tanto clínicos como microbiológicos, con las ventajas de facilidad de cumplimiento que presenta la azitromicina respecto a otros antimicrobianos.   
Puntos fuertes de los estudios realizados La  utilización  de  un  mismo  método  diagnóstico  en  dos  laboratorios  de microbiología,  fácil de reproducir (cultivo y E‐test), así como un protocolo similar  (análisis  de  las  muestras  en  menos  de  2  horas  desde  la  toma) facilitaron el análisis conjunto de los resultados y su comparación (primer trabajo, van Winkelhoff et al., 2005).  Se  consiguió  obtener  tres  grupos  de  pacientes  con  unas  características similares de edad, así como un número similar de pacientes por grupo. Los procedimientos  de  laboratorios  fueron  idénticos  mediante  la estandarización  obtenida  a  través  del  trabajo  de  calibración  entre  el 
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personal  de  los  diferentes  laboratorios  (segundo  trabajo,  Herrera  et  al., 2008).   Para conseguir una adecuada homogeneidad de la muestra, la selección de los  pacientes  siguió  unos  estrictos  criterios  de  inclusión,  ya  que  todos debían  ser  portadores  de  P.  gingivalis  al  comienzo  del  estudio.  Tampoco debían  de  presentar  periodontitis  avanzadas  para  de  esta  forma  no introducir  el  factor  de  confusión  de  localizaciones  que  requirieran  luego tratamiento  quirúrgico,  por  lo  que  se  excluyeron  aquellos  pacientes  que presentaran  más  de  una  localización  con  PS>7  mm;  esto  hizo  que  la profundidad de sondaje inicial media fuera baja en ambos grupos. Además, los pacientes fueron estratificados entre fumadores y no fumadores para de esta forma tener en cuenta el efecto del tabaco sobre los resultados clínicos y microbiológicos.  
 
 
 
Limitaciones de los estudios realizados Primer estudio (van Winkelhoff et al., 2005). La limitación más importante de  este  estudio  puede  ser  la  diferencia  de  tamaño muestral  entre  los  dos grupos analizados,  siendo 54  los pacientes del  grupo español y 26  los del grupo holandés, aunque la n final en este estudio está condicionado por las cepas analizadas y no por los pacientes reclutados. En todo caso, se trata de metodología  in  vitro,  y  la  información  derivada  debe  de  ser  interpretada con cautela. De manera adicional, las bacterias fueron analizadas de manera aislada, planktónica, cuando sería óptimo conocer  las susceptibilidades de 
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las  mismas  especies  bacterianas  en  su  forma  sésil,  esto  es,  dentro  de  un biofilm.  Segundo  estudio  (Herrera  et  al.,  2008).  Se  destaca  como  limitación  que entre  los  datos  iniciales,  los  pacientes  colombianos  presentaron  una  PS inicial  media  significativamente  mayor  que  los  chilenos  y  españoles, además  de  presentar  un  porcentaje  de  pacientes  fumadores significativamente menor.  Estos  dos  factores  podrían  haber  influido  en  la composición  de  la  microbiota  de  los  pacientes  colombianos,  y  limitar  el valor de las comparaciones establecidas, aunque parece que las diferencias de la población analizada, corresponden a las diferencias que existen en la población general.  Tercer estudio (Oteo et al., 2010). Como importante limitación, se debe de resaltar  que  el  tamaño  muestral  resultó  relativamente  bajo,  con  15 pacientes en el grupo test y 14 en el placebo al comienzo del estudio, dado que se trataba de una análisis piloto.   
 
Implicaciones clínicas De  acuerdo  a  estos  resultados,  no  se  deberían  de  recomendar  pautas  de tratamiento antimicrobiano estándar a nivel global entre diferentes países, siendo recomendable realizar diagnóstico microbiológico previo, e incluso, tests  de  susceptibilidades  antimicrobianas,  dentro  del  protocolo diagnóstico  de  los  pacientes  con  periodontitis  que  precisen  el  uso  de antimicrobianos sistémicos dentro de su plan de tratamiento periodontal.  
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Existen variaciones geográficas en las susceptibilidades y composición de la flora  subgingival  en  pacientes  con  periodontitis  crónica,  que  pueden  ser debidos  a  factores  geográficos  y  ambientales.  Estos  resultados,  pueden influir  en  el  tratamiento  periodontal,  principalmente  en  la  elección  del antibiótico sistémico a emplear en una determinada población.  El  uso  coadyvante  de  azitromicina  puede  ser  recomendado  en  el tratamiento de pacientes con periodontitis asociada a P. gingivalis. 
 
 
Implicaciones para investigaciones futuras De  acuerdo  a  los  resultados  obtenidos  en  estos  tres  estudios,  las  futuras investigaciones deberán tener en cuenta la presencia de diferentes perfiles microbiológicos en función de la zona geográfica donde se realice, así como la importancia de ajustar el tipo y la dosis de antimicrobiano a emplear en función  de  las  resistencias  bacterianas  existentes  en  la  zona,  ya  que  ha quedado  demostrado  que  las  dosis  empleadas  en  un  país  puede  no  ser efectiva en otro.  El  uso  empírico  de  antimicrobianos  sistémicos  debe  de  ser  precedido  de evaluaciones  detalladas  de  la  composición  de  la microbiota  subgingival  y sus susceptibilidades, en los entornos poblacionales en los que se planteen estos tratamientos. Idealmente, sin embargo, el tratamiento dirigido tras el análisis de la microbiota específica de un paciente, debe de ser la estrategia más adecuada para el uso de antimicrobianos sistémicos en el tratamiento de la periodontitis.   
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IV. CONCLUSIÓN 
 De manera general, los resultados de los estudios presentados avalan la importancia de P. gingivalis como patógeno asociado a periodontitis crónica: presenta una alta frecuencia de detección (superior al 60%) en pacientes de diferentes localizaciones geográficas; el uso de antimicrobianos dirigidos por la presencia de este patógeno mejora los resultados clínicos y microbiológicos; y, de momento, P. gingivalis es susceptible a los antimicrobianos más empleados, sin diferencias poblacionales.  De manera específica: Los niveles de resistencia bacteriana de las bacterias periodontopatógenas aisladas en pacientes con periodontitis crónica en España son mayores que los  encontrados  en  pacientes  en  Holanda.  Se  detectaron  concentraciones mínimas  inhibitorias  significativamente  superiores  para  penicilina  G, amoxicilina,  tetraciclina  y  azitromicina.  P.  gingivalis  fue  susceptible  para todos los antibióticos estudiados en ambos grupos. Se han detectado variaciones geográficas significativas en la composición de la flora subgingival en pacientes con periodontitis crónica. La frecuencia de detección de dos de los periodontopatógenos más importantes (P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans) fue similar pero se encontraron diferencias en 
P.  intermedia/nigrecens,  T.    forsythia,  P.  micra  y  bacterias  entéricas. También se han detectado diferencias significativas en  la proporción de P. 
gingivalis.  El  uso,  coadyuvante  al  raspado  y  alisado  radicular,  de  azitromicina sistémica,  en  el  tratamiento  de  pacientes  con  periodontitis  moderada asociada  a  P.  gingivalis,  demostró  mejores  resultados  clínicos  y microbiológicos, frente al placebo.  
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